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L'intégrité de la muqueuse gastrique est maintenue en dépit d'agressions 
multiples par une série de processus de défense et de réparation. La capacité 
de régénération de l'épithélium gastrique in vivo est bien connue. Cependant, 
nos connaissances des modulateurs spécifiques impliqués et de leurs 
mécanismes d'actions dans la régulation de la régénération des cellules 
épithéliales gastriques, spécialement chez l'humain sont très fragmentaires. 
Récemment, la caractérisation de nouvelles lignées épithéliales gastriques 
humaines formant pour la première fois une monocouche barrière a permis 
l'identification et la discrimination des facteurs de croissance et des mécanismes 
d'action contrôlant spécifiquement les différentes phases de la régénération 
épithéliale gastrique humaine. 
Dans un premier temps, nos travaux sur les cellules épithéliales gastriques 
humaines ont permis de démontrer que les facteurs de croissance EGF, TGF~ 
HGF et IGFs accélèrent la restitution épithéliale, indépendamment de la voie de 
signalisation du TGFJ}. Par la suite, nous avons établi l'implication différentielle 
de ces facteurs de croissance dans la modulation de la régénération épithéliale. 
Alors que le TGFa. et l'EGF stimulent fortement l'étalement cytoplasmique et une 
activité protrusive non orientée des cellules bordant la blessure, l'HGF 
coordonne préférentiellement l'élongation de groupements de cellules et la 
migration directionnelle de la monocouche blessée. Ces résultats démontrent 
ainsi qu'une coordination des activités des facteurs de croissance est nécessaire 
à la progression normale de la réparation épithéliale suivant une blessure. 
Dans un deuxième temps, nous avons identifié et caractérisé les voies de 
signalisation responsables de la régulation de la restitution épithéliale. Nous 
avons démontré que les activités de ERK1/2 et d'Akt sont rapidement stimulées 
suivant une blessure des cellules HGE-17. Nous avons également observé que 
l'inhibition de la Pl3K avec le L Y294002 atténue fortement la migration cellulaire 
suivant une blessure, alors que l'inhibition de MEK1 n'exerce aucun effet. 
Parallèlement, l'addition d'un composé synthétique de phosphatidylinositol (3, 4, 
5) triphosphate est suffisante à la stimulation de la migration cellulaire. De plus, 
nos résultats démontrent que l'activité de pp60c-src et la phosphorylation du 
récepteur de l'EGF sont requises pour contrôler la restitution épithéliale suivant 
une blessure. Ainsi, l'induction d'une blessure épithéliale entraîne l'activation 
rapide de pp60c-src, menant ensuite à la transactivation du récepteur de l'EGF. 
De façon complémentaire, l'activation du récepteur de l'EGF peut survenir suite à 
la sécrétion des facteurs de croissance EGF et TGFa dans le milieu de culture. 
Finalement, cette activation du récepteur de l'EGF est responsable de l'activation 
de plusieurs voies de signalisation dépendantes de la Pl3K et du contrôle de la 
restitution épithéliale. 
Finalement, dans le but de détailler les mécanismes régulateurs des différentes 
phases de la régénération épithéliale, nous avons adapté un modèle de micro-
blessure épithéliale permettant d'étudier spécifiquement les mécanismes 
impliqués dans le contrôle de l'étalement cellulaire. Nous avons d'abord apporté 
l'évidence que les facteurs de croissance TGFa et EGF jouent un rôle majeur 
dans le contrôle de l'étalement cellulaire suivant une micro-blessure. Nos 
résultats démontrent également que la modulation de l'étalement cellulaire 
requiert les activités de Src, du récepteur de l'EGF et de la P13K, alors que 
l'activation des voies dépendantes de la Pl3K semble seulement impliquée dans 
le contrôle de la migration cellulaire suivant une blessure épithéliale. Finalement, 
nos données ont suggéré un rôle important de l'intégrine a3J31 suite à une micro-
blessure, au niveau de la formation des lamelles cytoplasmiques. 
1- INTRODUCTION 
1. Épithélium gastrique 
1.1 Histologie des unités fonctionnelles de l'épithélium gastrique 
L'unité fonctionnelle de la muqueuse gastrique est composée d'un axe foveolus-glande 
et est subdivisée en cinq compartiments fonctionnels distincts : l'épithélium de surface, 
le foveolus, l'isthme, le collet et la base de la glande (Helander, 1981; Karam et Leblond, 
1995) (Figure 1 ). La production des cellules assurant le renouvellement de l'épithélium 
gastrique est issue de la prolifération des cellules souches pluripotentes localisées au 
niveau de la région de l'isthme (Rubin et al., 1968; Karam et Leblond, 1993; Karam, 
1995). Suivant la division cellulaire, les cellules filles vont entreprendre une migration 
ascendante ou descendante le long de l'axe foveolus-glande. La décision de s'engager 
à migrer dans l'une ou l'autre de ces directions influencera directement la différenciation 
et la détermination cellulaire. D'une part, les cellules entreprenant une migration 
ascendante vont se différencier en cellules à mucus de surface exprimant la mucine-5 
(De Solos et al., 1995). Pour leur part, les cellules migrant de façon descendante vers 
la glande vont se différencier en cellules à mucus du collet exprimant la mucine-6 (Byrd 
et al., 1997; Bartman et al., 1998; Ho et al., 1995), en cellules principales sécrétant de la 
lipase gastrique et du pepsinogène-5 (Ménard et al., 1995), en cellules pariétales 
sécrétant de l'acide chlorhydrique (Lorenz et Gordon, 1993) ainsi qu'en cellules 
endocrines (Arnold et al., 1992). 
L'ensemble des travaux effectués dans notre laboratoire a établi que la glande gastrique 
fœtale humaine dès 15 semaines de gestation est similaire à la structure adulte d'un 
point de vue morphologique et fonctionnel (Figure 2), à l'exception de la sécrétion acide 
1 
Figure 1. Axe foveolus-glande et épithélium gastrique. L'unité fonctionnelle de la 
muqueuse gastrique est constituée d'un axe foveolus-glande. Au niveau de l'épithélium 
gastrique, le renouvellement constant des cellules est assuré grâce à un patron de 
migration bi-directionnelle (ascendante ou descendante). Suite à la division des cellules 
souches localisées au niveau de l'isthme, les cellules filles progénitrices quittent la zone 
proliférative et entreprennent soit une migration ascendante (foveolus, surface) pour se 
différencier en cellules à mucus, soit une migration descendante (collet, glande) pour se 
différencier en cellules à mucus du collet, principales, pariétales et endocrines. 
Photographies tirées de Ménard, 2005. Coupes issues d'estomac fœtal humain de 17 
semaines (A) et adulte (B). 
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(Ménard, 2004). En effet, 1) tous les compartiments fonctionnels sont bien délimités, 2) 
tous les types épithéliaux différenciés sont en place, 3) tous les marqueurs fonctionnels 
sont présents, 4) tous les récepteurs d'hormones et de facteurs de croissance sont 
retrouvés dans les différents compartiments et 5) les composés de la matrice 
extracellulaire et les récepteurs de type intégrine sont compartimentalisés (Chailler et 
Ménard, 1999; Ménard, 1994; Ménard et Arsenault, 1990; Ménard et al., 1995; Tremblay 
et Ménard, 1996; Tremblay et Ménard, 2001; Chénard et al., 2000; Tremblay et 
Ménard, 1997; Tremblay et al., 1999; Chailler et al., 2000) 
1.2 Mécanismes de défense de l'épithélium gastrique 
La fonctionnalité de l'épithélium repose sur une intégrité complète de ses constituants. 
De plus, pour occuper des fonctions de barrière protectrice, les cellules épithéliales 
doivent adhérer les unes aux autres pour former un feuillet continu. C'est pourquoi la 
perte de cellules au niveau de l'épithélium peut s'avérer extrêmement désastreuse pour 
la muqueuse et pour l'organisme. La barrière de protection de la muqueuse gastrique 
représente la première ligne de défense contre une variété d'agressions mécaniques, 
chimiques et inflammatoires (peptidases, alcool, microorganismes, HCI, etc.). Pour être 
plus précis, le système de défense de la muqueuse fait référence à l'ensemble des 
facteurs permettant à la muqueuse gastrique de supporter une exposition fréquente à 
des substances possédant une grande variation de pH, d'osmolarité et de température, 
sans oublier une exposition à différents agents possédant des propriétés détergentes et 
aux produits bactériens capables de causer des réactions inflammatoires locales et 
systémiques (Wallace et Granger, 1996). Le système de défense de la muqueuse 
gastrique forme un réseau complexe où chacun de ses composants fonctionne de 
4 
Figure 2. Compartimentalisation histologique et fonctionnelle de l'axe-foveolus-
glande de la muqueuse gastrique humaine. L'acquisition d'un phénotype cellulaire 
spécialisé au cours du développement et son maintien pendant la période adulte 
dépendent d'interactions complexes des hormones et des facteurs de croissance avec 
leurs récepteurs et d'interactions avec différentes composantes de la matrice 
extracellulaire différentiellement distribuées le long de l'axe foveolus-glande. La barre 
en formes en trait non continu indique l'absence d'expression de la sous-unité a2 des 
intégrines au niveau des cellules pariétales. Les triangles indiquent une expression 
décroissante à partir de la base du triangle vers la pointe. EGF: Epidermal growth 
factor, HGF : Hepatocyte growth factor, IGF : Insu/in growth factor, KGF : Keratinocyte 
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concert les uns avec les autres. Ce réseau est composé de cinq niveaux différents : 1) 
les composants extrinsèques à la muqueuse, 2) l'épithélium, 3) la microcirculation et les 
neurones afférents retrouvés sous l'épithélium, 4) le système immunitaire de la 
muqueuse et 5) l'habileté de la muqueuse à s'auto-réparer (Figure 3) (Wallace et 
Granger, 1996). 
Le premier niveau du système de défense de la muqueuse gastrique comprend tous les 
facteurs sécrétés dans la lumière, incluant l'acide luminal, le bicarbonate, le mucus, les 
immunoglobulines, les phospholipides actifs à la surface et autres substances anti-
bactériennes. Tout d'abord, l'acide gastrique est responsable de tuer les bactéries 
ingérées par l'individu en plus de limiter l'entrée de matériaux antigéniques dans 
l'intestin (Gray, 1967). De son côté, le mucus gastrique renferme à peu près 95 % d'eau 
et 5 % de glycoprotéines. Le mucus constitue une couche stable et relativement épaisse 
qui est retrouvée de façon adjacente à la muqueuse, ce qui permet aux ions H+ de 
diffuser quatre fois plus lentement qu'à travers une couche semblable d'eau stable. 
Cette vitesse de diffusion contribue à maintenir un gradient d'ions hydrogène entre la 
lumière de l'estomac et l'épithélium de surface (Garner et al., 1984). De plus, il assure 
la lubrification des particules alimentaires et sa consistance gélatineuse lui permet de 
retenir l'eau et le bicarbonate situés à proximité de l'épithélium de surface. Les 
phospholipides actifs retrouvés à la surface luminale de l'estomac rendent la surface de 
la muqueuse hydrophobe, ce qui favorise une résistance aux dommages causés par 
l'acide (Hills et al., 1983). Le second niveau de défense de la muqueuse est l'épithélium 
en lui-même. En effet, il a été démontré que l'épithélium gastrique est remarquablement 
résistant aux blessures causées par l'acide luminal (Wallace, 1989; Sanders, 1985). 
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Figure 3. Mécanismes de défense de la muqueuse gastrique. Le système de 
défense de la muqueuse gastrique est assuré par : 1) les composantes extrinsèques à 
la muqueuse, 2) l'épithélium, 3) la microcirculation et les neurones afférents retrouvés 
sous l'épithélium, 4) le système immunitaire de la muqueuse et 5) l'habileté de la 
muqueuse à s'auto-réparer. Afin de maximiser la protection de la muqueuse gastrique, 
chacun des composants de ce système de défense vont agir agit de concert avec les 










Les jonctions étanches qui unissent les cellules épithéliales de surface bloquent la voie 
de transport paracellulaire entre les cellules. Ainsi, l'épithélium forme une barrière très 
serrée qui limite la diffusion passive des substances potentiellement dommageables 
pour la muqueuse. Le troisième niveau du système de défense comprend la 
microcirculation et les nerfs sensoriels afférents localisés à l'intérieur de la muqueuse et 
de la sous-muqueuse. La muqueuse gastrique possède un réseau dense de capillaires. 
En plus d'alimenter l'épithélium en nutriments et en oxygène, la microcirculation 
sanguine permet d'enlever, de diluer et de neutraliser les substances toxiques ayant 
diffusé à l'intérieur de la muqueuse à partir de la lumière (Bruggeman, 1979). La 
microcirculation permet également de jouer un rôle critique lorsque l'épithélium est 
endommagé, en créant un microenvironnement propice à la réparation au-dessous du 
site de la blessure. Le système immunitaire constitue le quatrième niveau de défense 
de l'estomac et est composé de plusieurs types cellulaires tels que les mastocytes et les 
macrophages (Wallace et Granger, 1996). Ces différents types cellulaires du système 
immunitaire sont responsables de détecter l'entrée de matériel étranger à l'intérieur de 
la muqueuse, permettant ainsi d'orchestrer une réponse inflammatoire appropriée. En 
dernier lieu, lorsqu'un dommage à la muqueuse est extensif et qu'il s'étend plus 
profondément que l'épithélium de surface, la muqueuse gastrique fait appel à sa 
capacité à s'auto-réparer, un processus qui est appelé la régénération épithéliale (Silen 
et lto, 1985). 
1.3 Ulcération gastrique 
Lorsque tous les niveaux du système de défense de la muqueuse sont surchargés, 
l'estomac est plus susceptible de développer des ulcérations (Figure 4). Ces ulcérations 
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Figure 4. L'ulcération gastrique. A, Composition histologique d'une ulcération 
gastrique. Un ulcère gastrique est une défectuosité profonde de la paroi gastrique qui 
comprend deux composantes majeures : la marge de l'ulcère et le tissu de granulation. 
B, Représentation schématique des mécanismes de réparation d'une ulcération 
gastrique. La cicatrisation d'un ulcère est un processus complexe qui implique la ré-
épithélialisation, l'angiogénèse et la reconstruction des glandes gastriques. Adaptée de 
Tarnawski et al., 2005. 
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surviennent suite à un débalancement entre les facteurs agressifs présents dans la 
lumière gastrique et le système de défense de la muqueuse. Par définition, un ulcère 
est une défectuosité profonde de la paroi gastrique résultant de la nécrose qui s'étend 
sur l'épaisseur entière de la muqueuse et qui pénètre la muscularis mucosa. Aux États-
Unis, la prévalence des ulcères gastro-duodénaux est de 7% à 10%, ce qui correspond 
à un impact économique d'environ 20 milliards de dollars (lsenberg et al., 1995). 
Histologiquement, l'ulcération gastrique est composée de deux structures majeures : 1) 
la marge de l'ulcère qui comprend la muqueuse adjacente à la blessure (composante 
épithéliale) et 2) le tissu de granulation situé à la base de l'ulcère (composante du tissu 
conjonctif) (Tarnawski et al., 2000; Tarnawski, 2001; Tarnawski, 2005). La réparation 
d'une ulcération gastrique est un processus complexe qui nécessite l'interaction d'une 
variété de tissus et de systèmes cellulaires (Figure 4). Dans un premier temps, pour ce 
qui est des événements cellulaires qui surviennent au niveau de la composante 
épithéliale d'un ulcère, la muqueuse va initialement former une zone de réparation 
(Tarnawski et al., 2000; Tarnawski, 2001; Tarnawski, 2005). Par la suite, les glandes 
gastriques situées au niveau de cette zone de réparation se dilatent et les cellules 
épithéliales de ces glandes se dé-différencient, prolifèrent et migrent à partir de la marge 
de l'ulcère vers le tissu de granulation pour couvrir (ou ré-épithélialiser) la base de 
l'ulcère (Tarnawski, 2000;Tarnawski, 1990). De plus, les cellules faiblement 
différenciées provenant des glandes dilatées à la base de la marge de l'ulcère 
bourgeonnent et envahissent l'intérieur du tissu de granulation, formant ainsi des tubes. 
Une fois complètement formés, ces tubes migrent vers la lumière de la muqueuse, ce 
qui permet la reconstruction des glandes gastriques à l'intérieur de la cicatrice 
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(Tarnawski, 2000; Tarnawski, 1990; Wright et al., 1990). Le second composant crucial à 
la réparation d'un ulcère est le tissu de granulation. Le tissu de granulation est retrouvé 
à la base de l'ulcère et est composé des cellules du tissu conjonctif, c'est-à-dire de 
macrophages, de fibroblastes, de cellules lymphoïdes et de cellules endothéliales. 
Suivant le développement d'un ulcère, le tissu de granulation subit une croissance 
rapide, ce qui résulte de la prolifération des cellules du tissu conjonctif et de la 
génération de nouveaux microvaisseaux par angiogénèse (Tarnawski et al., 2000; 
Tarnawski, 2005). De plus, tout au long du processus de réparation de l'ulcère, le tissu 
de granulation est remodelé continuellement et subit de nombreux changements au 
niveau de sa composition cellulaire. Initialement, les cellules inflammatoires et les 
macrophages sont retrouvés en abondance alors que dans les stages tardifs de la 
réparation, ce sont plutôt les fibroblastes qui prédominent. Le rôle principal du tissu de 
granulation consiste à fournir les cellules du tissu conjonctif responsables de restorer la 
lamina propria en plus de fournir les microvaisseaux nécessaires à la restoration du 
réseau microvasculaire à l'intérieur de la cicatrice de la muqueuse (Tarnawski et al., 
2000; Tarnawski, 2001; Tarnawski, 2005). En effet, la formation d'un réseau capillaire 
par angiogénèse facilite la livraison de nutriments et d'oxygène à la base de l'ulcère, ce 
qui est crucial pour le processus de réparation. Ainsi, le processus de réparation d'un 
ulcère implique une interaction dynamique entre la composante épithéliale de la 
muqueuse située à la marge de la blessure et le tissu conjonctif localisé au niveau du 
tissu de granulation. L'ulcération gastrique est donc un très bon exemple de pathologie 
où le processus de régénération épithéliale va jouer un rôle fondamental. 
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2. Migration cellulaire 
La migration est un processus cellulaire central dans l'homéostasie de plusieurs 
processus biologiques incluant l'embryogenèse, la réponse inflammatoire, la réparation 
de tissu et la régénération. Celle-ci contribue également au développement ou à la 
progression de divers processus pathologiques tels que les maladies vasculaires, les 
maladies inflammatoires chroniques, le cancer et les métastases. Conséquemment, 
une meilleure compréhension des mécanismes fondamentaux contrôlant la migration 
cellulaire est essentielle pour favoriser le développement de nouvelles thérapies 
permettant de traiter les Gonditions pathologiques associées avec une motilité cellulaire 
défectueuse. La compréhension de la migration cellulaire est d'ailleurs devenue depuis 
quelques années un des domaines émergents de la biotechnologie qui se concentre 
principalement sur l'étude des transplantations cellulaires et sur la fabrication de tissus 
artificiels. 
Le comportement migratoire des cellules nécessite la communication de cellules 
individuelles avec leur environnement et est également dépendant de l'intégration de 
divers signaux dérivés de la matrice extracellulaire et d'interactions avec les cellules 
adjacentes. Depuis les quinze dernières années, d'énormes progrès ont été réalisés 
dans la compréhension de la complexité et des subtilités de la régulation de la migration 
cellulaire. Plusieurs études effectuées principalement sur des fibroblastes ont permis de 
démontrer que les cellules induites à migrer vont subir une série de changements 
morphologiques qui peuvent être visualisés comme un cycle (Figure 5) (Bailly et 
Condeelis, 2002). Tout d'abord, le cycle de la motilité cellulaire est initié par des 
signaux externes qui sont perçus et transmis à l'intérieur des cellules par des protéines 
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Figure 5. Cycle de motilité cellulaire. Étape 1. Le mouvement débute avec l'extension 
d'un ou plusieurs lamellipodes à la surface des cellules en migration. Étape 2. Les 
complexes d'adhésion focaux s'accumulent à l'extrémité de certains lamellipodes, 
permettant l'ancrage du lamellipode au substrat. Étape 3. Suivant l'ancrage de la 
protrusion cytoplasmique au substrat, la contraction des filaments d'acto-myosine vont 
permettre de tirer la cellule vers le front de migration. Étape 4. Le cycle de la motilité 
cellulaire est complété par le relâchement des complexes d'adhésion situés à l'arrière 
de la cellule, induisant subséquemment la rétraction de la queue cytoplasmique de la 
cellule en migration. Adaptée de Alberts et al. 2002. 
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réceptrices localisées au niveau de la membrane cellulaire. En réponse à ces signaux, 
la cellule induit une polymérisation de son cytosquelette d'actine, ce qui permet le 
déploiement de protrusions membranaires (lamellipode ou filopode) à la surface de la 
cellule (Pollard et Borisy, 2003). Une fois la direction du mouvement établie, la 
machinerie responsable de permettre le mouvement de la cellule s'assemble tout en 
tenant compte de la direction de la migration (Bailly et Condeelis, 2002). Par la suite, 
les complexes d'adhésion requis pour la traction de la cellule s'accumulent à l'extrémité 
de la protrusion, ce qui permet l'ancrage de la protrusion au substrat. Suivant l'ancrage 
de la protrusion au substrat, les filaments d'acto-myosine contractent au front de la 
cellule et tirent le corps de la cellule vers la protrusion. Finalement, le relâchement des 
complexes d'adhésion à l'arrière de la cellule et la rétraction de la queue cytoplasmique 
de la cellule complètent le cycle de la motilité cellulaire (Bailly et Condeelis, 2002). Il est 
important de noter que la coordination de ce processus complexe est très finement 
régulée et qu'il repose sur une multitude de protéines qui vont servir à distinguer l'arrière 
de l'avant de la cellule. 
Chez l'espèce humaine, la plupart des types cellulaires possèdent la capacité de se 
déplacer sur ou à travers un substrat. Toutefois, cette capacité de locomotion est 
normalement réprimée, à l'exception de certains types cellulaires tels que les 
fibroblastes, les neutrophiles et les leukocytes. En effet, la plupart des cellules sont 
confinées à leur tissu par des interactions avec les cellules voisines et avec certains 
éléments de la matrice extracellulaire, ce qui est le cas par exemple de l'épithélium 
gastrique. Alors que les composants moléculaires impliqués dans le contrôle de la 
migration de cellules individuelles telles que les fibroblastes sont identifiés à une vitesse 
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impressionnante (Onishi et al., 2007; Bindschadler et McGrath, 2007), la migration 
coordonnée de feuillets épithéliaux cohérents dans le cadre de la régénération 
épithéliale commence à peine à être élucidée. 
3. Régénération épithéliale 
3.1 Définition et description de la régénération épithéliale 
L'histologie des ulcérations gastriques illustre bien à quel point il est fondamental de 
rétablir le plus rapidement possible la continuité de la barrière épithéliale de la 
muqueuse gastrique afin de limiter le plus possible les dommages causés après toute 
forme de blessure (Figure 4). Tel que mentionné précédemment, la muqueuse 
gastrique possède une fonction spécialisée de réparation qu'on appelle régénération 
épithéliale. Au niveau du tube digestif, il a été démontré que la régénération épithéliale 
repose sur une activation ordonnée d'événements cellulaires comprenant trois 
mécanismes distincts (Figure 6) (Lacy, 1995; Tarnawski et al., 1995). Tout d'abord, les 
cellules épithéliales bordant la blessure s'allongent et forment une marge réfringente 
afin de préserver l'intégrité de l'épithélium adjacent. Par la suite, les cellules viables à la 
marge de la blessure vont subir une première transformation morphologique évoquant 
une dé-différenciation cellulaire qui sera caractérisée par un étalement cytoplasmique 
rapide des cellules et une dissociation partielle des jonctions cellule-cellule. Dans le cas 
d'une micro-blessure, c'est-à-dire d'une atteinte superficielle à la muqueuse, cette 
première transformation morphologique sera suffisante pour réparer la ·blessure en 
quelques heures seulement. Cependant, si le dommage est plus important, les cellules 
viables à la marge de la blessure vont migrer à partir des zones adjacentes à la surface 
blessée pour recouvrir le plus rapidement possible la zone dénudée. Ce processus, qui 
19 
Figure 6. Phases de la régénération épithéliale gastrique. Suivant une blessure 
épithéliale, la continuité de l'épithélium de surface est rétablie par au moins trois 
mécanismes distincts. Premièrement, les cellules épithéliales bordant la blessure 
s'allongent et forment une marge réfringente afin de préserver l'intégrité de l'épithélium 
adjacent. Les cellules de la marge de la blessure subissent ensuite une transformation 
morphologique qui évoque une dé-différenciation : leur cytoplasme s'étale rapidement et 
la cadhérine-E commence à se dissocier des contacts cellule-cellule. Dans le cas d'une 
micro-blessure, cette réponse est suffisante pour réparer le feuillet épithélial en 
quelques heures seulement. Dans le cas d'une blessure plus importante, les cellules 
localisées à la marge de la blessure subissent une nouvelle transformation 
morphologique leur permettant d'être induites à migrer (formation de lamellipodes, 
réorganisation cytosquelettique). Ces deux phases, exemptes de prolifération cellulaire 
et de réponse inflammatoire extensive, représentent le processus de restitution 
épithéliale. Cette phase migratoire intensive est par la suite suivie d'une phase de 
prolifération cellulaire dans le but de reconstituer le groupe de cellules perdues. 
Finalement, la différenciation et la maturation des cellules épithéliales indifférenciées 
sont stimulées pour maintenir les fonctions épithéliales gastriques. L'ensemble de ces 
phases constitue le processus de régénération épithéliale gastrique. 
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a été observé in vivo et in vitro est appelé restitution épithéliale. ln vivo, la restitution 
épithéliale constitue le mécanisme initial responsable de prévenir un dommage profond 
à la muqueuse en rétablissant la continuité épithéliale en quelques minutes ou en 
quelques heures seulement. Finalement, une fois la continuité épithéliale rétablie, les 
populations de cellules perdues sont remplacées grâce à un processus de prolifération 
compensatoire qui débute de 12 à 16 heures suivant la blessure et qui prend de un à 
plusieurs jours à se compléter. Il est bien important de comprendre que la division de la 
régénération épithéliale en trois phases distinctes (étalement, migration, prolifération) 
constitue une délimitation simpliste et artificielle. En effet, in vivo, l'ensemble de ces 
phases se chevauche et survient simultanément. Néanmoins, ce modèle simple permet 
de mieux comprendre et de mieux visualiser la physiologie de la régénération. La 
régénération épithéliale est un processus essentiel à la réparation des blessures ou des 
ulcères de l'estomac puisque sans la restoration d'une barrière épithéliale continue et 
cruciale pour la protection du tissu de granulation, la blessure ou l'ulcère est incapable 
de se réparer (Tarnawski et al., 2000; Tarnawski et al., 2001). 
Une étude in vitro de restitution épithéliale intestinale effectuée sur des cellules 
épithéliales de côlon T84 et Caco-2 a conduit à la caractérisation et à la distinction de 
trois zones morphologiques dans les cellules épithéliales en restitution (Hopkins et al., 
2004). Tel qu'illustré à la Figure 7, à proximité de la marge de la blessure, les cellules 
de la zone 1 possèdent une morphologie pleinement étalée et présentent des extensions 
cellulaires proéminentes (lamellipodes ou filopodes). Par la suite, de façon adjacente à 
la zone 1, au niveau de la zone Il, on retrouve une région de cellules partiellement 
étalées comprenant trois à quatre cellules de diamètre à l'arrière de la blessure. 
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Figure 7. Représentation schématique des 3 zones morphologiques observées 
dans les monocouches de cellules épithéliales en migration suivant une blessure. 
Zone 1: A la marge de la blessure, les cellules sont complètement étalées et présentent 
de structures migratoires (lamellipodes) à leur surface. Zone Il : Zone intermédiaire de 
cellules partiellement étalées. Zone Ill : Les cellules de la monocouche adjacente à la 
blessure sont cylindriques et polarisées, exactement comme les cellules retrouvées au 














Finalement, les cellules de la zone Ill, situées à l'arrière de la zone Il, sont hautes, 
cylindriques et polarisées et possèdent une morphologie similaire à celle retrouvée au 
niveau des cellules stationnaires. Chacune des cellules retrouvées spécifiquement dans 
chacune de ces zones va apporter sa contribution particulière pour coordonner le 
processus de régénération épithéliale. 
D'autre part, une étude utilisant les colonocytes cancéreux T84 a permis la mise au 
point d'un nouveau modèle in vitro de micro-blessure (Lotz et al., 2000). En effet, les 
expériences avec les cellules T84 ont révélé que l'occlusion complète d'une micro-
blessure (<300 µM) implique uniquement le phénomène d'étalement cellulaire et 
l'absence de migration (formation de lamellipodes). L'analyse des événements 
morphologiques impliqués dans la fermeture d'une micro-blessure au niveau d'un feuillet 
épithélial de cellules T84 a permis la description d'une séquence d'événements 
morphologiques bien précise. Tout d'abord, la marge de la blessure va se rétracter 
pendant environ 10 minutes, entraînant une augmentation de la surface dénudée 
d'environ 14%. Suivant la rétraction initiale, les cellules blessées entourant la blessure 
vont s'aligner et former une marge réfringente contenant un anneau continu d'actine-
fibrillaire. Par la suite, les cellules bordant la blessure vont former des protrusions 
appelées lamelles. Il est important de noter que les lamelles sont des extensions 
cytoplasmiques très différentes des lamellipodes. En effet, alors que les lamellipodes 
sont des structures migratoires hautement dynamiques, les lamelles sont quant à elles 
la conséquence de l'affaissement du cytoplasme d'une cellule en étalement (Etienne-
Manneville et al., 2004). La formation de l'anneau d'actine et des lamelles va générer 
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une force contractile qui induira l'allongement subséquent et l'alignement des cellules 
situées à l'arrière de la blessure. Finalement, cet allongement cellulaire permettra aux 
cellules adjacentes de la monocouche d'augmenter leur surface d'environ deux fois et 
servira à couvrir une surface de la zone dénudée additionnelle à celle procurée par la 
formation des lamelles. 
3.2 Rôle des facteurs de croissance dans la régulation de la régénération 
épithéliale gastrique in vivo 
La littérature a très bien établi que les stimuli majeurs de la régénération épithéliale 
durant la réparation des ulcères gastriques sont majoritairement des facteurs de 
croissance (Tarnawski et al., 2000; Tamawski et al., 2001). En effet, en plus des 
facteurs de croissance produits par les plaquettes, les macrophages et le tissu de 
blessé, l'ulcération active également dans la muqueuse à la marge de la blessure des 
gènes encodant pour de multiples facteurs de croissance et leurs récepteurs et ce, de 
façon très synchronisée dans le temps (Wong et al., 2000; Tarnawski, 2001). En effet, 
Wong et collaborateurs ont analysé l'expression séquentielle d'une variété de gènes 
durant la réparation d'ulcères gastriques et sur la base de ces analyses, trois catégories 
de gènes ont été établies : les gènes de réponse immédiate, intermédiaire et tardive 
(Figure 8). Tout d'abord, les gènes de réponse immédiate tels que EGFR, c-fos, c-jun, 
egr-1, SP-1 et TFF-2/SP sont activés rapidement suivant la formation d'un ulcère, c'est-
à-dire de 30 minutes à 2 heures. Par la suite, les gènes de réponse intermédiaire 
encodant pour les facteurs de croissance EGF, bFGF, PDGF et VEGF sont activés de 
six heures à deux jours suivant le développement de l'ulcère. Finalement, les gènes 
encodant pour HGF, ITF et HGFR/c-met font partie de la catégorie des gènes de la 
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Figure 8. Expression temporelle de différents gènes durant la réparation d'un 
ulcère gastrique. Les expériences d'hybridation in situ réalisées sur des spécimens 
d'ulcères suggèrent que l'expression de certains gènes associés aux facteurs de 
croissance et à leurs récepteurs (EGF, EGFR, HGF, c-met, trefoil peptides, gènes de 
réponse immédiate ... ) est modulée de façon différentielle en fonction du temps au cours 
de la régénération épithéliale. L'analyse de l'expression de différents gènes suivant 
l'induction d'un ulcère expérimental a mené à la distinction de trois catégories de 
gènes: Précoce (30 minutes-2 heures), intermédiaire (6 heures-2jours) et tardif (7-14 
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réponse tardive et sont activés de deux jours à quatorze jours suivant la formation de la 
blessure. Ainsi, il semble que chaque catégorie de gènes joue un rôle particulier dans le 
processus de réparation puisqu'ils sont exprimés de façon ordonnée pour agir comme 
un système intégré permettant d'assurer une réparation appropriée de la muqueuse 
blessée. Toutefois, tel que mentionné précédemment, l'approche in vivo ne permet pas 
de discerner clairement les différents événements cellulaires qui composent la 
régénération épithéliale. C'est pourquoi quelques groupes de recherche se sont tournés 
vers des modèles in vitro de monocouches blessées de cellules épithéliales. 
3.3 Rôle des facteurs de croissance dans la régulation de la régénération 
épithéliale gastro-intestinale in vitro 
Pour étudier la régénération et la restitution épithéliales in vitro (Kato et al., 1999; Ciacci 
et al., 1993; Dignass et al., 1993), le groupe de Podolsky a élaboré une méthode 
expérimentale de blessure utilisant une lame de rasoir. A l'atteinte de la confluence, les 
monocouches épithéliales sont blessées au moyen d'une lame de rasoir (environ 13mm-
14mm de large), rincées et incubées en présence de différents régulateurs (facteurs de 
croissance, cytokines ... ) dans un milieu réduit en sérum (FBS 0.1%). La régénération 
totale est quantifiée par le· décompte du nombre de cellules ayant traversé la marge de 
la blessure. De plus, afin de disséquer l'implication des régulateurs durant la phase 
initiale de la régénération, i.e. la restitution, les monocouches blessées sont incubées en 
présence d'hydroxyurée ou de mitomycine C, deux inhibiteurs pharmacologiques 
permettant de bloquer la prolifération au pied de la phase S du cycle cellulaire. 
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Notre connaissance actuelle des facteurs de croissance impliqués dans la modulation 
de la régénération épithéliale intestinale in vitro provient essentiellement d'expériences 
réalisées avec les cellules épithéliales intestinales de rat IEC-6 (Ciacci et al., 1993; 
Dignass et al., 1993) ou les lignées dérivées d'adénocarcinome de côlon humain telles 
que Caco-2, T84, Ls174t et cloneA (Basson et al., 1992; Buchanan et al., 2003; 
O'Connor et Mercurio, 2001 ). Les études de restitution épithéliale intestinale dans 
lesquelles la prolifération cellulaire avait été inhibée ont démontré que plusieurs facteurs 
de croissance et cytokines sont capables de stimuler la restitution, incluant TGFa, EGF, 
TGFp, HGF, FGF, PDGF, IL-1, IL-2 et IFN-y, suggérant ainsi une possible redondance 
fonctionnelle. De plus, la stimulation de la restitution épithéliale intestinale par ces 
facteurs de croissance et cytokines est dépendante de la voie du TGFP puisque 
l'addition d'un anticorps neutralisant anti-TGFp pan-spécifique dans des monocouches 
de cellules IEC-6 blessées a complètement bloqué la stimulation de la migration 
cellulaire par les différents régulateurs (Ciacci et al., 1993; Dignass et al., 1993). 
Pour ce qui est de la muqueuse gastrique, seulement trois études ont analysé l'effet des 
facteurs de croissance et cytokines sur la restitution des cellules épithéliales et les 
résultats sont résumés à la Figure 9. Des essais de blessure effectués sur des cultures 
primaires de cellules épithéliales gastriques de lapin, de rat et de chien cultivées sur une 
matrice de collagène ont permis de démontrer un effet stimulant des facteurs de 
croissance, hormones et cytokines TGFa, EGF, HGF, IGF-1, FGF, insuline, bFGF, IL-1 
et IL-2 sur la migration (Watanabe et al., 1995; Maehiro et al., 1997; Kobayashi et al., 
1996; Watanabe et al., 1995; Watanabe et al., 1994; Kata et al., 1999; Hollande et al., 
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Figure 9. Résumé de l'effet de différents facteurs de croissance exogènes dans la 
modulation de la restitution épithéliale gastrique in vitro. Les modèles cellulaires 
de restitution épithéliale gastrique in vitro ont permis de vérifier la capacité de réponse 
de l'épithélium gastrique à différents facteurs de croissance exogènes suivant une 
blessure. - : absence de réponse migratoire, ++ : stimulation significative de la migration 
cellulaire, +++ : très forte stimulation de la migration cellulaire. 
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Modulateurs Estomac Références 
TNFa - 1 
PDGF ++ 2 
TG Fa +++ 1,2 
EGF +++ 1,2 
IL-1p ++ 1 
IFNy - 1 
HGF +++ 2,3 
Trefoil peptides ++ 1 
TGFp - 1,2 
Insuline ++ 2 
IL-1a - 1 
IL-6 - 1 
IGF-1 ++ 1,2 
bFGF - et++ 1,2 
1. Kata, K. et al. 1999 (Chien) 
2. Watanabe, S. et al. 2000 (Lapin) 
3. Hollande, F. et al. 2001 (Lignée souris) 
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2001). Toutefois, contrairement à ce qui a été rapporté dans le modèle intestinal, le 
facteur de croissance TGF~ 1 n'a pas accéléré la migration des cellules épithéliales 
gastriques de chien et de lapin (Kobayashi et al., 1996; Kato et al., 1999). De plus, 
l'addition d'un anticorps neutralisant anti-TGF~ n'a pas atténué la réponse positive 
induite par le TGF~. Cette différence fondamentale a été attribuée à une différence 
d'espèce (rat vs chien), de tissu (intestin vs estomac) ou de modèle expérimental (lignée 
immortalisée vs culture primaire) (Kato et al., 1999). 
4. Signalisation intracellulaire associée à la migration cellulaire 
Les cellules des organismes vivants ont la capacité de détecter et d'intégrer les signaux 
chimiques et physiques de l'environnement, pour par la suite les transmettre à des 
molécules effectrices qui déclenchent une réponse homéostatique appropriée à 
l'intérieur de la cellule (croissance et prolifération cellulaire, différenciation, morphologie, 
migration, contrôle de différentes fonctions spécialisées). Par exemple, il est bien 
accepté que les facteurs de croissance et leurs récepteurs exercent leurs effets sur la 
modulation de la migration cellulaire en stimulant une variété de voies de signalisation 
intracellulaire, telles que les MAPKs Erk1/2, la Pl3K, la p70S6K et les tyrosines kinases 
Src. Au cours de la dernière décennie, la compréhension des mécanismes moléculaires 
responsables des voies de signalisation cellulaire est devenue un domaine majeur de 
recherche active. 
4.1 Voie de signalisation des MAPK Erk1/2 
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Les mitogen-activated protein kinase (MAPK) sont une famille de sérine/thréonine 
kinases hautement conservées chez les eucaryotes. Les MAPKs jouent un rôle central 
dans la transmission de signaux extracellulaires vers le cytoplasme et le noyau, leur 
permettant ainsi de moduler différents processus cellulaires tels que la prolifération, la 
différenciation, l'apoptose et la migration (Aliaga et al., 1999; Brunet et Poysségur, 1999; 
Chang et Karin, 2001 ). Les MAPKs sont organisées en 3 différents modules de 
kinases : une MAPK, une MAPK kinase (MAPKK, MKK ou MEK) et une MAPK kinase 
kinase (ou MEKK) (English et al., 1999; Chang et Karin, 2001). La transmission du 
signal à travers le module est accomplie par une cascade de phosphorylation 
hiérarchique partant d'une MAPKKK jusqu'à la MAPK. Les mammifères expriment au 
moins 3 différents modules de MAPKs, dont les plus caractérisés sont les extracel/ular 
signa/-related kinases (Erk1/2), les protéines kinases p38 (a, ~.y, 8) et les Jun amino-
tenninal kinases (JNK1/2/3). 
Chez les mammifères, les MAPKs Erk1/2 sont exprimées de façon ubiquitaire et sont 
regroupées en un seul module MAPK commun (Ahn et al., 1990). La transmission du 
signal à travers le module Erk1/2 est initiée par la phosphorylation des MAPKK MEK1/2 
par la MAPKKK Raf, ce qui induit une double phosphorylation sur résidus thréonine et 
tyrosine et qui permet une activation subséquente des kinases Erk1/2 (Figure 10). 
(Chang et Karin, 2001; Payne et al., 1991; Zhang et al., 1995; Doza et al., 1995; 
Khokhlatchev et al., 1997). Les MAPK Erk1/2 ainsi que leurs activateurs en amont 
MEK1/2 sont stimulés par des récepteurs à tyrosine kinase (récepteurs de facteurs de 
croissance), des récepteurs hétéro-dimériques couplés aux protéines Goudes 
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Figure 10. La voie de signalisation MAPK ERK1/2. Les MAPKs ERK1/2 sont une 
famille de sérine/protéine kinases hautement conservée chez les eucaryotes et jouant 
un rôle central dans la transmission de signaux vers le cytoplasme et le noyau. Les 
MAPKs ERK1/2 sont phosphorylées et activées sur résidus thréonine et tyrosine par les 
MAPKKs MEK1/2, qui à leur tour sont phosphorylées et activées par les MAPKKK (Raf). 
Une fois activées, les MAPKs ERK1/2 peuvent soit phosphoryler et activer une panoplie 
de cibles au niveau du cytoplasme de la cellule, soit transloquer au noyau où elles 
phosphorylent divers facteurs de transcription. Tirée de www.cellsignal.com. 
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récepteurs de cytokines (révisé dans Hunter, 1995). Une fois activées, les MAPKs 
Erk1/2 peuvent transloquer au noyau où elles phosphorylent divers facteurs de 
transcription tels que Elk-1, ATF-2 et c-Jun (Marais et al., 1993; Pulverer et al., 1991). 
L'inhibition pharmacologique de la voie de signalisation MEK/Erk est possible par un 
traitement avec l'inhibiteur PD98059 (Alessi et al., 1995). En se liant à MAPK kinase 1 
(MKK1 ou MEK1), le PD98059 prévient l'activation de la protéine par des protéines 
kinases en amont telles que Raf. Comme les seuls substrats connus de MEK1 sont 
Erk1/2, l'inhibition de MEK1 par le PD98059 prévient l'activation subséquente de ces 
kinases. 
4.1.1 Rôle des Erk1/2 MAPK dans la régulation de la migration cellulaire 
Des études in vivo effectuées sur des ulcères gastriques induits chez le rat ont 
démontré que l'ulcération induit une surexpression du facteur de croissance EGF et de 
son récepteur EGFR dans les cellules épithéliales localisées à la marge de l'ulcère 
(Tarnawski et al., 1992). De plus, des analyses subséquentes ont permis de déterminer 
que la réparation de la composante épithéliale des ulcères implique une activation de la 
voie de signalisation EGFR-MAPK Erk1/2, ce qui inclus une augmentation dramatique 
(440-900%) de l'activité et des niveaux de phosphorylation de Erk1/2 (Pai et al., 1998; 
Tarnawski et al., 1998a; Pai et al., 1999; Tarnawski et al., 1998b). De plus, une étude in 
vitro de restitution épithéliale intestinale a rapporté une activation rapide des MAPKs 
Erk1/2 suivant une blessure dans les cellules IEC-6, suggérant que la transduction de 
signal initiée par une blessure est activée en partie par la cascade de signalisation 
Erk/MAPK (Dieckgraefe et al., 1997). 
37 
4.2 Voie de signalisation de la phosphatidylinositol 3-kinase (Pl3K) 
Les membres de la famille Pl3K sont des enzymes hétéro-dimériques de type lipide 
kinase composées d'une sous-unité régulatrice et d'une sous-unité catalytique. La 
famille de la Pl3K est divisée en trois classes distinctes (1, Il, Ill) et chacune de ces 
classes diffère en fonction des mécanismes d'activation par les agonistes 
extracellulaires, la spécificité du substrat et la distribution cellulaire ou tissulaire (Figure 
11). Les Pl3K sont impliquées dans le contrôle d'une variété de processus cellulaires 
tels que la survie, la croissance et la transformation, la différenciation, la signalisation de 
l'insuline et la motilité (Révisé dans Vanahasebroeck et Waterfield, 1999). 
Les Pl3K de classe 1 sont activées par une variété de stimuli, incluant les récepteurs de 
facteurs de croissance à activité tyrosine kinase et certaines protéines adaptatrices. Les 
Pl3K de classe 1 sont composées d'une sous-unité régulatrice p85 et d'une sous-unité 
catalytique p110. La sous-unité p85 sert de protéine adaptatrice et médie le 
recrutement de l'enzyme au niveau de différents récepteurs de facteurs de croissance 
phosphorylés sur résidus tyrosine, permettant ainsi l'activation allostérique de la sous-
unité p110. La liaison de deux domaines SH2 des sous-unités régulatrices est 
également nécessaire à la pleine activation de l'enzyme (Carpenter et al., 1993). Une 
fois activée, la Pl3K catalyse la phosphorylation des phosphoinositides en position 03 
de l'anneau inositol, générant principalement les produits lipidiques phosphatidylinositol 
(3,4,5) triphosphate (Ptdlns (3,4,5) P3). Cette production de Ptdlns (3,4,5) P3 permet le 
recrutement, l'ancrage à la membrane et l'activation subséquente d'un sous-groupe de 
protéines contenant un domaine conservé d'homologie à la pleckstrine (PH) telles que 
les sérine/thréonine kinases PDK1, Akt, p70S6K et les petites protéines G de la famille 
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Figure 11. La voie de signalisation phosphatidylinositol-3-kinase (Pl3K). A, La 
famille de la P13K est divisée en 3 classes: 1, Il, Ill. Chacune des 3 classes de la Pl3K 
diffère en fonction de la structure, de la spécificité des substrats et des mécanismes de 
régulation par les agonistes cellulaires. Tirée de Vanhaesebroeck et Waterfield, 1999. 
B, Résumé de principales voies de signalisation initiées par le produit lipidique majeur 
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Rho (RhoA, Rac-1, Cdc-42). Il est également possible d'inhiber l'activité de la Pl3K en 
utilisant l'inhibiteur pharmacologique L Y294002, un inhibiteur compétitif du site de 
liaison de l'ATP qui se lie à la sous-unité p110 de la Pl3K (Vlahos et al., 1994). Les 
Pl3K de classe Il sont de larges protéines (170-210 kDa) qui possèdent un domaine 
catalytique ayant 45-50% d'homologie avec les Pl3K de classe 1 (Cantrell, 2001). Les 
Pl3K de classe Il phosphorylent in vitro préférentiellement les Ptdlns et les Ptdlns (4) P. 
Cependant, in vivo, leurs fonctions n'ont pas encore été définies. De plus, jusqu'à 
présent, il n'a pas été possible de déterminer si cette classe d'enzyme peut-être activée 
par des stimuli extracellulaires. Enfin, les Pl3K de classe Ill sont également peu 
caractérisées. Cependant, des études suggèrent que ces enzymes pourraient être 
impliquées dans la régulation des vésicules de transport (Di Paolo et De Camilli, 2006). 
4.2.1 La sérine/thréonine kinase Akt 
La sérine/thréonine kinase Akt est l'effecteur de la Pl3K le mieux caractérisé dans la 
littérature. D'ailleurs, l'activité intrinsèque de la P13K est généralement déterminée par 
l'analyse des niveaux d'activation d'Akt. Cette protéine kinase possède 3 isoformes: 
Akt1, Akt2 et Akt3. Dans les cellules non stimulées, Akt se localise au niveau du cytosol 
et possède une conformation qui lui confère une très faible activité. En réponse à 
certains stimuli et suivant l'activation de la Pl3K, la protéine kinase Akt est recrutée à la 
membrane plasmique par les produits lipidiques de la P13K via une interaction avec son 
domaine d'homologie à la pleckstrine. Cette interaction induit la translocation d'Akt à 
partir du cytosol vers le feuillet interne de la membrane plasmique, entraînant ainsi des 
changements conformationnels permettant à la kinase d'être pleinement activée. La 
phosphorylation de deux résidus spécifiques sont nécessaires à la pleine activation de 
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l'enzyme, soit la Thr308 et la Ser473. Tout d'abord, la Thr3°8 est située dans le domaine 
kinase de la protéine et sa phosphorylation est effectuée par la kinase PDK-1. La 
Ser473 est, quant à elle, située au niveau de la queue C-terminale de la protéine (Scheid 
et Woodgett, 2001 ). Toutefois, l'identité de la kinase qui phosphoryle Akt sur la Ser473 
demeure encore inconnue jusqu'à ce jour. 
4.2.2 Rôle de la P13K et d' Akt dans régulation de la migration cellulaire 
Le rôle de la Pl3K dans le contrôle de la migration cellulaire commence à être bien 
documenté. Dans les cellules Dictyostelium, l'activation de la Pl3K est un événement 
important et nécessaire pour le contrôle du processus de chimiotropisme. En effet, il a 
été démontré que l'application d'un stimulus chimiotropique dans ces cellules induit une 
activation très rapide de la Pl3K (i.e. de l'ordre de quelques minutes seulement) à la 
marge des cellules en migration, ce qui mène à la production des seconds messagers 
lipidiques de la Pl3K et au recrutement à la membrane de diverses protéines contenant 
un domaine PH, telles que Akt (Firtel et al., 2001; Qian et al., 2005; Qian et al., 2004). 
Ces observations suggèrent que l'activation de la P13K pourrait être une des premières 
étapes dans l'initiation de la migration des cellules Dictyostelium. Récemment, l'activité 
de la Pl3K a été démontrée comme étant suffisante pour induire le remodelage des 
filaments d'actine et la migration des cellules de fibroblastes embryonnaires de poulet 
(CEF) (Qian et al., 2004). Dans cette étude, les kinases Akt et p70S6K ont été 
identifiées comme étant les molécules en aval responsables de médier les effets de la 
Pl3K sur la réorganisation des filaments d'actine et la migration cellulaire. De plus, dans 
les cellules épithéliales gastriques immortalisées de souris IMGE-5, il a été rapporté que 
l'effet positif du facteur de croissance HGF sur la migration cellulaire pouvait être 
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renversé suite à un traitement des monocouches blessées avec l'inhibiteur de la Pl3K 
(L Y294002), suggérant ainsi l'implication de la Pl3K dans la régulation de la restitution 
épithéliale gastrique induite par le HGF (Hollande et al., 2001 ). Finalement, un défaut 
dans la réparation in vivo des muqueuses gastriques de rat souffrant d'hypertension 
portale a été associé avec une activation réduite de la voie de signalisation Pl3K/Akt 
{Tsugawa et al., 2003). 
4.3 Voies de signalisation des RhoGTPases 
Les GTPases de la famille Rho (appelées aussi petites protéines G de la famille Rho ou 
RhoGTPases) fonctionnent comme des intégrateurs de signaux transmis par les stimuli 
extracellulaires qui déclenchent de multiples processus physiologiques, tels que la 
motilité cellulaire, l'adhésion, la cytokinèse, la prolifération, la différenciation, l'apoptose 
et la réorganisation du cytosquelette d'actine (Révisé dans Etienne-Manneville et Hall, 
2002; Ridley, 2001). La famille des RhoGTPases comprend 3 sous-familles: Rho 
(RhoA, RhoB et RhoC), Rac (Rac-1, Rac-2 et Rac-3) et Cdc-42. Cdc-42, Rac-1 et RhoA 
sont les membres de la famille des RhoGTPases les plus caractérisés jusqu'à ce jour. 
Les RhoGTPases cyclent entre un état inactif (lié au GDP) et un état actif (lié au GTP) 
(Figure 12). Dans des conditions basales, ces protéines se retrouvent sous une forme 
inactive liée au GDP. Suivant une stimulation, ces protéines relâchent le GDP pour se 
lier au GTP, une réaction qui est accomplie par des facteurs d'échange de nucléotide 
guanine (GEFs, guanine nucleotide exchange factors). Cet état actif des RhoGTPases 
est transitoire puisque leur activité GTPase intrinsèque est rapidement stimulée par des 
protéines activatrices de GTPases (GAPs) (Schmidt et Hall, 2002; Moon et Zheng, 
2003). De plus, les petites protéines de la famille Rho peuvent se lier à des protéines 
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Figure 12. Mécanismes d'activation et d'inhibition des RhoGTPases. Régulation 
des protéines de la famille des RhoGTPases. La plupart des protéines de la famille des 
RhoGTPases sont actives lorsqu'elles sont liées au GTP et inactives lorsqu'elles sont 
liées au GDP. Leur activation est catalysée par les facteurs d'échange de nucléotide 
guanine (GEF) alors que leur inactivation est médiée par les protéines activatrices de 
GTPase (GAP). Plusieurs membres de la famille des RhoGTPases se lient également à 
des inhibiteurs de dissociation du GDP (GDI) dans le cytoplasme, les rendant inactifs 
dans ce complexe. Ainsi, leur activation dépend aussi de leur dissociation des GDI. 
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connues sous le nom d'inhibiteurs de dissociation de nucléotide guanine (GDI, guanine-
nucleotide dissociation inhibitors), ce qui prévient leur interaction avec la membrane 
plasmique, mais pas nécessairement avec les effecteurs en aval (Carpenter et al., 1999; 
Hansen et Nelson, 2001). De plus, l'activité des RhoGTPases est soumise à une 
régulation spatio-temporelle très précise qui est cruciale pour assumer ses différentes 
fonctions cellulaires déterminantes. Finalement, il est possible d'inhiber les 
RhoGTPases de manière pharmacologique en traitant les cellules avec la toxine B (Just 
et al., 1994). La toxine Best un facteur de virulence sécrété par Clostridium difficile qui 
modifie les protéines Rho, Rac et Cdc-42 en glycosylant un résidu thréonine spécifique 
retrouvé au niveau du domaine effecteur (Thr37 pour Rho et Thr35 pour Rac et Cdc-42). 
Un traitement avec cette toxine résulte en une altération profonde du cytosquelette et 
mène également à l'arrondissement des cellules traitées (Just et al., 1994; Santos et al., 
1997). 
4.3.1 Rôle des RhoGTPases dans la régulation de la migration cellulaire 
La participation de Rac-1, Cdc-42 et RhoA dans les processus d'étalement et de 
migration a été rapportée dans de nombreux modèles cellulaires (Ridley, 2001; Hall, 
2005). Dans la lignée cellulaire fibroblastique Swiss 3T3, l'activation de Rac-1 induit la 
formation de lamellipodes (larges extensions cytoplasmiques), alors que l'activation de 
Cdc-42 stimule plutôt la polymérisation de l'actine en filopodes (longues et minces 
extensions). De façon contraire, RhoA régule la formation de faisceaux d'actine en 
fibres de stress, en plus de stimuler la formation de complexes d'adhésion focaux 
(Ridley et Hall, 1992a; Ridley et al., 1992b; Nobes et Hall, 1995). Le rôle des 
RhoGTPases a également été confirmé dans la migration des cellules épithéliales 
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intestinales IEC-6 et Caco-2. Tout d'abord, le traitement des cellules avec les 
inhibiteurs des RhoGTPases toxine A et toxine B inhibe la migration directionnelle de 
façon dose-dépendante (Santos et al., 1997). De plus, la microinjection d'un inhibiteur 
de dissociation guanine spécifique à Rho (RHOGDI) dans les cellules IEC-6 inhibe 
spontanément la migration épithéliale intestinale (Santos et al., 1997). Finalement, la 
microinjection de la toxine C3, un inhibiteur de Rho, dans les cellules intestinales 
bordant la blessure inhibe la migration de manière dose-dépendante, en plus de 
désorganiser les fibres de stress d'actine (Just et al., 1994; Santos et al., 1997). 
4.4 Voie de signalisation mTOR/p70S6K 
La p 70S6K (70Kda ribosomal S6 kinase ou S6K 1) est une sérine/thréonine kinase 
activée par de nombreux mitogènes, facteurs de croissance et hormones. Jusqu'à 
maintenant, 2 isoformes ont été identifiées, soit une forme cytoplasmique de 70kDa et 
une forme nucléaire de 85kDa. La différence entre ces 2 isoformes se situe au niveau 
d'une séquence de localisation nucléaire de 23AA retrouvée uniquement dans la forme 
la plus longue de la kinase. La protéine p70S6K peut être divisée en quatre différents 
modules fonctionnels (Pullen et Thomas, 1997). Tout d'abord, le module 1 s'étend de 
l'extrémité N-terminale jusqu'au commencement du domaine catalytique (Weng et al., 
1995; Cheatham et al., 1995; Dennis et al., 1996). Le module Il comprend quant à lui le 
domaine catalytique, ce qui inclus le site vital de phosphorylation Thr229 (Pearson et al., 
1995; Weng et al., 1995). Le module Ill fait le lien entre le domaine catalytique de la 
kinase et la queue C-terminale et il contient deux autres sites vitaux de phosphorylation 
(Thr389 et Ser404). Finalement, le module IV comprend le domaine putatif d'auto-
inhibition qui renferme quatre sites de phosphorylation étroitement agglomérés (Ser411 , 
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Ser418 , Thr421 et Ser424). L'activation de la p70S6K survient via une série complexe 
d'événements de phosphorylation interdépendants sur au moins 8 résidus sérine ou 
thréonine (Ser404 , Ser411 , Ser418, Ser424, Thr421 , Thr429 , Ser371 et Thr389). Dans un 
premier temps, la phosphorylation des résidus localisés dans la boucle d'auto-inhibition 
induit un changement conformationnel, permettant par la suite la phosphorylation des 
résidus situés dans les sites catalytiques. Il est important de noter que la pleine 
activation de l'enzyme nécessite la phosphorylation de la Thr229 par la sérine/thréonine 
kinase PDK1 et la phosphorylation de la Thr389 par mTOR (lsotani et al., 1999; Berven et 
Crouch, 2000). Aussi, dans les cellules stimulées, la p70S6K a été démontrée comme 
étant un effecteur en aval de la Pl3K (Figure 13) (Pullen et Thomas, 1997; Ferrari et 
Thomas, 1994). L'inactivation de la p70S6K par la déphosphorylation à des sites 
spécifiques est possible grâce à un traitement à la rapamycine (Dumont et Su, 1996), un 
macrolide bactérien formant un complexe inhibiteur lorsqu'il est lié à l'immunophiline 
FKBP12, ciblant ainsi la protéine de large poids moléculaire mTOR (ou FRAP), ce qui 
inhibe subséquemment l'activation de la p70S6K (Figure 13). 
La principale cible physiologique de la p70S6K est la sous-unité 405 de la protéine 
ribosomale 56 (Figure 13). La phosphorylation de la protéine 56 induit la traduction des 
ARNm possédant un motif TOP à leur extrémité 5', un sous-groupe d'ARNm qui code 
pour des composants de la machinerie traductionnelle tels que les facteurs d'élongation, 
les protéines ribosomales et la protéine de liaison poly(A). La p70S6K joue ainsi un rôle 
clé dans l'efficacité traductionnelle. En plus de ce rôle dans la synthèse protéique, 
l'activation de la p70S6K a été impliquée dans le contrôle du cycle cellulaire, de la 
différenciation et de la migration cellulaire (Figure 13) (Berven et Crouch , 2000). 
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Figure 13. La voie de signalisation de la p7056K. Représentation schématique des 
principaux activateurs, effecteurs et inhibiteurs de l'activité de la p70S6K. Tirée de 
Pullen et Thomas, 1997. 
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4.4.1 Rôle de la p70S6K dans la régulation de la migration cellulaire 
De plus en plus d'évidences dans la littérature suggèrent que la p70S6K joue un rôle 
dans le contrôle de la migration cellulaire et dans la réorganisation du cytosquelette 
d'actine. Tout d'abord, il a été démontré que la p70S6K s'associe avec les 
RhoGTPases Rac-1 et Cdc-42 (Chou et al., 1996). De plus, dans les cellules 
fibroblastiques 3T3, il a été rapporté que la p70S6K co-localise avec les fibres de stress, 
suggérant un rôle pour cette kinase dans la polymérisation de l'actine (Berven et al., 
2004; Crouch, 1997). Finalement, l'implication de la p70S6K dans le processus de 
réparation de blessure induit par les facteurs de croissance HGF et KGF a récemment 
été rapportée dans des cultures primaires de cellules épithéliales de cornées 
(Chandrasekher et al., 2001) . En effet, un retard dans la réparation des blessures a été 
observé dans les cellules stimulées aux facteurs de croissance HGF et KGF et traitées 
en combinaison avec la rapamycine, l'inhibiteur de la voie mTOR/p70S6K. 
4.5 Voie de signalisation ILK 
L'ILK (integrin-linked kinase) est une protéine à multi-domaines impliquée initialement 
dans la transduction de signal à partir des récepteurs intégrines et qui joue un rôle dans 
le contrôle d'une variété de processus cellulaires tels que la progression du cycle 
cellulaire, l'adhésion, la survie, l'étalement, la migration, les réorganisations du 
cytosquelette et les modifications de la matrice extracellulaire (Legate et al., 2006; Wu et 
Dedhar, 2001; Zhang et al., 2002; Qian et al., 2005). Des études récentes ont démontré 
que ILK est la composante centrale du complexe hétéro-trimérique IPP, un complexe 
composé également des protéines adaptatrices PINCH et des parvines (Figure 14). De 
plus, il a été démontré que ILK est un partenaire de liaison des sous-unités a1 et a3 des 
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Figure 14. La voie de signalisation ILK. ILK est une protéine à multi-domaines qui se 
lie à une variété de protéines, menant subséquemment à l'induction de différentes voies 
de signalisation en aval. En plus d'interagir avec les domaines cytoplasmiques des 
sous-unités p des intégrines, ILK se lie également aux protéines adaptatrice PINCH et 
aux parvines (également nommée CH-ILKBP). ILK ne sert pas uniquement de protéine 
d'échafaudage aux sites d'adhésion cellule-matrice extracellulaire, celle-ci participe 
aussi aux voies de transduction de signal contrôlant une variété de processus cellulaires 
tels que la progression du cycle cellulaire, l'adhésion, la survie, l'étalement, la migration, 
les réorganisations du cytosquelette et les modifications de la matrice extracellulaire. 
Tirée de Wu, 2004. 
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intégrines (Hannigan et al., 1996; Wu et Dedhar, 2001). Au niveau de sa structure, ILK 
contient 3 différents domaines: un domaine N-terminal, un domaine d'homologie 
pleckstrine (PH) et un domaine C-terminal. Tout d'abord, le domaine N-terminal contient 
3 répétitions ankyrine permettant de médier les interactions protéine-protéine. Ce 
domaine possède également une quatrième répétition ankyrine putative dans laquelle il 
manque certains résidus conservés. La portion C-terminale de la protéine possède 
quant à elle une homologie significative de séquence à d'autres domaines catalytiques 
sérine/thréonine kinase. Finalement, un domaine putatif PH est retrouvé entre les 
portions N-terminale et C-terminale de la protéine. Initialement, ILK a été démontrée 
pour jouer un rôle comme protéine adaptatrice (Legate et al., 2006). Il a été rapporté 
par la suite que cette protéine possède également une activité catalytique. En effet, tel 
qu'il a été mentionné précédemment, le domaine kinase d'ILK possède une homologie 
significative aux sérine/thréonine kinases, à l'exception de certaines séquences 
retrouvées au niveau de la boucle catalytique et d'un motif DXG (Hanks et al., 1988; 
Hanks et Hunter, 1995). ln vitro, ILK est connue pour phosphoryler plusieurs substrats, 
tels que myelin basic protein (MBP}, Akt, GSK3j3, j3-parvine et les intégrines a.1 et a.3 
(révisé dans Legate et al., 2006). 
4.5.1 Rôle de ILK dans la régulation de la migration cellulaire 
L'implication d'ILK dans la modulation des réarrangements du cytosquelette d'actine et 
la migration cellulaire commence, depuis quelques années, à être documentée. Dans 
les cellules épithéliales mammaires SCP2, l'activité kinase d'ILK joue un rôle essentiel 
dans la réorganisation du cytosquelette d'actine médiée par Rac-1 et Cdc-42 (Filipenko 
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et al., 2005). De plus, l'interaction entre PINCH-1 et ILK est critique pour contrôler la 
morphologie et la migration des cellules de fibroblastes embryonnaires de rat REF-52 
(Zhang et al., 2002). Finalement, ILK est responsable du contrôle de la migration, de 
l'invasion et de la réorganisation du cytosquelette d'actine des cellules de fibroblastes 
embryonnaires de poulet (CEF) via la voie de signalisation Pl3K/Akt/p70S6K/Rac-1 
(Qian et al., 2005). 
4.6 Voie de signalisation Src 
Pp60c-src et les protéines de la famille Src sont des tyrosine kinases connues pour 
jouer des rôles clés au niveau de divers processus cellulaires tels que la croissance 
cellulaire, la différenciation, la morphologie, la migration et la survie (Chang et al., 1995; 
Weernink et Rijksen, 1995; Kami et al., 1999; Brown et Cooper, 1996; Thomas et 
Brugge, 1997). Les 9 membres de la famille Src incluent : pp60c-src, Lck, Hck, Fyn, 
Blk, Lyn, Fgr, Yes et Yrk. Les tyrosine kinases de la famille Src possèdent une structure 
conservée de plusieurs domaines consécutifs, comprenant un domaine SH3, SH2 et 
SH1 (domaine catalytique à activité tyrosine kinase). Ceux-ci possèdent également un 
domaine SH4 qui est situé dans la portion N-terminale de la protéine. Ce domaine, qui 
est continuellement retrouvé sous-forme myristylé, permet le ciblage de la protéine à la 
membrane (Koegl et al., 1994; Resh, 1999). Finalement, les membres de la famille Src 
possèdent une courte queue contenant un site de phosphorylation auto-inhibiteur dans 
la portion C-terminale de la protéine (Brown et Cooper, 1996). Afin d'acquérir leur 
pleine activité catalytique, les membres de la famille Src requièrent une phosphorylation 
au niveau de leur domaine kinasique. Dans le cas de la protéine pp60c-src, ce site de 
phosphorylation est situé au niveau de la Tyr416 (Smart et al., 1981) (Fig. 15). Dans leur 
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Figure 15. La voie de signalisation Src. A, Mécanismes impliqués dans l'activation 
des kinases de la famille Src. Le panneau en haut à gauche montre un modèle de la 
structure de Src sous forme inactive et phosphorylée au niveau de la tyrosine 527. Le 
panneau en haut au milieu montre les mécanismes potentiels impliqués dans l'activation 
de Src. La tyrosine 416 représente le site d'auto-phosphorylation situé dans la boucle 
d'activation de Src. Le panneau en haut à droite représente un modèle de l'état actif de 
Src dans lequel les interactions intramoléculaires des domaines SH2 et SH3 sont 
détruites. Tirée de Thomas et Brugge, 1997. B, Les kinases de la famille Src régulent 
l'étalement cellulaire et le désassemblage des adhésions focales par différents 
mécanismes survenant à l'avant et à l'arrière de la cellule en migration. Un complexe 
contenant Src auto-phosphorylé sur la Tyr 416 et FAK mène à la phosphorylation de 
FAK dépendante de Src (1) et de p130Cas (2). La liaison de p130Cas active Rac et 
Cdc-42 par la translocation de l'activateur de Rac, DOCK1 (3). Rac et Cdc-42 sous 
formes actives promouvaient la formation de protrusions à l'extrémité de la cellule en 
migration via l'activation du complexe Arp2/3 dépendante de WASP/\11/AVE (4). A 
l'arrière de la cellule, le désassemblage des adhésions focales et le détachement 
cellule-substrat mène à la rétraction de l'arrière de la cellule. Suivant la transformation 
cellulaire médiée par v-src (ou possiblement par Src durant le processus normal de 
migration cellulaire) (5), un complexe entre FAK, ERK et la calpaïne-2 s'assemble, 
menant au clivage de FAK de manière calpaïne-dépendante (6). Adaptée de Playford 









1 Séquence riche en proline 
• Domaine SH2 
Direction du mouvement 
Q Domaine SH3 
1 Domaine kinase 





état inactif, les protéines Src sont phosphorylées au niveau de la Tyr527 (Fig. 15). Les 
membres de la famille Src sont contrôlés par les récepteurs de facteurs de croissance à 
activité tyrosine kinase, les intégrines, les récepteurs couplés au protéines G, les 
récepteurs aux cytokines et les récepteurs d'hormones stéroïdiennes (Thomas et 
Brugge, 1997). Finalement, l'inhibition des tyrosines kinases de la famille Src est 
possible grâce à un traitement avec l'inhibiteur pharmacologique PP2 (Hanke et al., 
1996). 
4.6.1 Rôle de Src dans la régulation de la migration cellulaire 
Certaines évidences de la littérature ont suggéré l'implication des tyrosines kinases de 
la famille Src dans la migration et l'étalement cellulaire stimulés par les récepteurs des 
facteurs de croissance à activité tyrosine kinase et par les intégrines (Fig. 15). Par 
exemple, l'inhibiteur pharmacologique PP2 inhibe le chimiotropisme et la migration 
cellulaire induite par le VEGF dans les cellules endothéliales de veine ombilicale 
humaine (HUVECs) (Abu-Ghazaleh et al., 2001). Aussi, dans les cellules épithéliales 
intestinales Ls174t, la transactivation du récepteur de l'EGF médiée par c-src et les 
prostaglandines E2 (PgE2) a été rapportée pour réguler la migration et l'invasion 
cellulaire (Buchanan et al., 2003). 
5. Régénération épithéliale gastrique 
5.1 Problématique 
Tel qu'il a été mentionné précédemment, nos connaissances actuelles des facteurs de 
croissance impliqués dans la modulation de la régénération épithéliale du tube digestif 
proviennent essentiellement des expériences réalisées au niveau des cellules 
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épithéliales intestinales. De façon paradoxale, nos connaissances quant à l'identité des 
facteurs et des mécanismes potentiels qui contrôlent la régénération épithéliale 
gastrique en général sont très fragmentaires et chez l'humain, elles sont inexistantes. 
Les limitations importantes découlent de l'absence de lignées épithéliales gastriques 
humaines normales et du faible degré de différenciation des lignées cancéreuses 
disponibles. 
5.2 Modèles cellulaires 
5.2.1 Les cellules HGE (HGE-17 et HGE-20) 
L'absence de modèles cellulaires représentatifs de l'épithélium glandulaire gastrique 
capables de former une véritable monocouche barrière fonctionnelle restreignait, jusqu'à 
tout récemment, l'application de la culture cellulaire pour l'étude expérimentale in vitro 
de la régénération épithéliale gastrique. Dans le but d'établir de nouveaux modèles 
cellulaires adéquats à l'étude de la régulation des fonctions digestives gastriques, le 
laboratoire du Dr Daniel Ménard a entrepris la caractérisation de quatre lignées 
épithéliales gastriques humaines d'origine cancéreuse (Basque et al., 2001). Ces 
travaux ont permis la démonstration d'un statut fonctionnel unique et distinct des cellules 
de carcinome gastrique humain NCl-N87, comparativement aux cellules KAT0-111, AGS 
et Hs746t. En plus de former une monocouche cohérente exprimant et distribuant 
adéquatement la protéine jonctionnelle Cad-E dans toutes les cellules, la lignée NCl-
N87 exprime la protéine jonctionnelle Z0-1 dans une sous-population de cellules, 
croissent sous forme de colonies denses, se maintiennent en culture à post-confluence 
et expriment des niveaux de zymogènes gastriques (Pg-5 et HGL) et de mucine-6 
(MUC-6). Le clonage de la lignée NCl-N87 par l'approche de la dilution limite a permis 
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la sélection d'une vingtaine de clones dont deux lignées présentant des caractéristiques 
uniques nommées HGE-17 et HGE-20. 
Les cellules HGE-17 et HGE-20 constituent les premières lignées épithéliales gastriques 
à présenter des caractéristiques épithéliales vraies (polarité ultrastructurale, présence 
de jonctions serrées), en plus d'exprimer uniformément les protéines jonctionnelles Cad-
E et Z0-1 (Figure 16) (Chailler et Ménard, 2005). De plus, ces cellules répondent aux 
facteurs de croissance mitogènes connus pour l'épithélium gastrique (Chailler et 
Ménard, 2005), forment une véritable monocouche barrière à l'atteinte de la confluence 
(Fig. 16C) et répondent fortement aux facteurs de croissance TGFa/EGF dans un essai 
de régénération (Chailler et Ménard, 2005). L'analyse du statut fonctionnel des cellules 
HGE a démontré que les cellules HGE-17 sécrètent peu de zymogènes gastriques et de 
mucus et exhibent un phénotype peu différencié rappelant celui des progéniteurs 
épithéliaux de glandes gastriques. Les cellules HGE-20 produisent quant à elles des 
niveaux augmentés de zymogènes gastriques et expriment également MUC-6. Le statut 
fonctionnel de ces cellules est donc similaire à celui des cellules pré-zymogéniques 
(Karam et Leblond, 1993). 
5.2.2 Culture primaire d'épithélium gastrique humain 
Afin d'étudier les propriétés des cellules épithéliales gastriques normales, il est 
maintenant possible d'utiliser le système des cultures primaires (Figure 16). En effet, 
l'addition d'une solution non-enzymatique Matrisperse à des explants foetaux humains a 
permis de générer des cultures primaires gastriques représentatives de l'épithélium 
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Figure 16. Modèles cellulaires utilisés pour l'étude de la régénération épithéliale 
gastrique humaine. A, Lignées cellulaires HGE-17 et HGE-20. Les analyses de 
microscopie électronique à transmission montrent que les cellules HGE-17 exhibent un 
phénotype peu différencié. Suivant l'atteinte de la confluence (6 jours post-confluence), 
les jonctions apicales sont assemblées progressivement (flèche noire, figure de droite). 
Grossissement: 11,000x (Haut à gauche); 48,000x (Haut droite). Les cellules HGE-20 
forment quant à elles des jonctions intercellulaires et acquièrent un phénotype plus 
différencié après 6-10 jours de post-confluence. Grossissement: 7,060x (Bas). De 
plus, suivant l'atteinte de la confluence, les cellules HGE-17 et HGE-20 forment une 
véritable monocouche barrière générant de la résistance transépithéliale (graphique du 
bas). Tirée de Chailler et Ménard, 2005. B, Culture primaire de cellules épithéliales 
normales gastriques humaines. Les cultures primaires représentatives de l'épithélium 
intact sont générées à partir de tissu fœtal à l'aide d'une solution non enzymatique 
Matrisperse. Les cellules forment à confluence une monocouche barrière et demeurent 
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intact (60% cellules à mucus, 25% cellules principales, 5% cellules pariétales, sous-
population de cellules mitotiques) (Basque et al., 1999). Les cellules forment à 
confluence une monocouche barrière et demeurent fonctionnelles durant au moins 7 
jours. De plus, contrairement aux autres systèmes de culture primaire existants, ces 
populations de cellules conservent leurs caractéristiques morphologiques et 
fonctionnelles en absence de matrice biologique. Compte tenu de la difficulté de 
l'établissement et du maintien en culture de lignées normales dérivées de la muqueuse 
gastrique humaine, le système de culture primaire peut être utilisé pour valider au 
niveau d'un épithélium gastrique normal les principaux concepts de régénération établis 
dans les cellules HGE. 
5.3 Objectifs 
Étant donné que le maintien de l'intégrité épithéliale est primordial pour l'homéostasie 
de la muqueuse gastrique normale et pathologique et que nos connaissances sur les 
mécanismes régulateurs impliqués dans cet homéostasie sont très limitées, les objectifs 
suivants ont été établis : 
1) Identifier les facteurs de croissance impliqués et caractériser leurs effets sur la 
régénération épithéliale gastrique humaine. 
2) Identifier et caractériser les voies de signalisation intracellulaire impliquées dans 
la modulation de la restitution épithéliale gastrique. 
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3) Discriminer les facteurs de croissance et les voies de signalisation qui sont 
spécifiquement impliqués dans le processus d'étalement versus la migration 
cellulaire. 
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11- MATÉRIEL ET MÉTHODES 
1. Culture cellulaire 
Les lignées cellulaires HGE-17 et HGE-20 ont été clonées dans notre laboratoire 
à partir de la souche parentale NCl-N87 (ATCC, CRL-5822, Manassas, VA, 
USA; carcinome gastrique humain de type differencié) et ont été caractérisées 
antérieurement (Chailler et Menard, 2005). Les cultures primaires épithéliales 
ont été générées à partir de la muqueuse gastrique foetale humaine à l'aide 
d'une procédure non-enzymatique (Basque et al., 1999) (Matrisperse Cell 
Recovery Solution obtenue chez BD Biosciences, Clontech, Palo Alto, CA). Ces 
cultures contenant tous les types cellulaires prolifératifs et differenciés sont 
représentatives de l'épithélium gastrique intact et peuvent être maintenues sur 
plastique pour plusieurs jours. Les lignées HGE et les cultures primaires ont été 
incubées respectivement dans du milieu DMEM (lnvitrogen/Gibco, Burlington, 
ON, Canada) ou dans un mélange de DMEM/F12 (lnvitrogen/Gibco, Burlington, 
ON, Canada) supplémentés avec de la pénicilline/streptomycine (SOU/ml, 
lnvitrogen/Gibco, Burlington, ON, Canada) et 10% (v : v) de sérum fœtal bovin 
(FBS, Cellect-Gold FBS, ICN Parmaceuticals, Montréal, QC, Canada) inactivé 
par la chaleur. Suivant leur décongélation, les cellules HGE ont été assujetties à 
3 à 5 passages à l'aide d'une solution de 0,25% de trypsine et de 0,53 mM 
d'EDTA (lnvitrogen/Gibco, Burlington, ON, Canada) avant de procéder aux 
différentes expériences. 
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2. Essais de blessure 
2.1 Blessure avec une lame de rasoir 
Les cultures HGE et les cultures primaires épithéliales ont été ensemencées 
dans des plaques à 6 puits et cultivées jusqu'à l'atteinte de la confluence. En 
utilisant une méthode standardisée pour les cultures de cellules épithéliales 
intestinales de rat (IEC-6) (Ciacci et al. 1993), les monocouches ont été blessées 
avec une lame de rasoir affûtée (2 blessures par puit, chacune mesurant 13 mm 
de large par environ 7 mm de long). Les cultures blessées ont été rincées puis 
incubées durant 24 ou 40 heures dans du milieu DMEM: F12 (1 :1, v: v) dans 
des conditions réduites en sérum spécifiques à chaque type de culture : FBS 
0, 1 % pour les cellules HGE-17, FBS 1 % pour les cellules HGE-20 post-
confluentes et FBS 4% pour les cultures primaires. Les effets spécifiques de la 
prolifération cellulaire indépendants de la restitution épithéliale ont été évalués 
par l'addition simultanée de 20 mM d'hydroxyuyrée (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, 
Canada}, un bloqueur du cycle cellulaire et ce, dans des conditions réduites en 
sérum spécifiques à chaque type de culture. 
Les premières séries d'expériences ont été effectuées dans le but de tester les 
effets de différents facteurs de croissance connus pour être des inducteurs de la 
migration dans les cultures primaires de cellules épithéliales gastriques de lapin 
et de chien (Kata et al. 1999, Watanabe et al. 1994, Watanabe et al. 2000). Les 
stimulations maximales et demi-maximales de la prolifération des cellules HGE-
17 ont été obtenues aux concentrations suivantes: 5-50 ng/ml EGF/TGFa (BD 
66 
Biosciences, Bedford, MA), 3-20 ng/ml HGF (Calbiochem, La Jolla, CA), 10-100 
ng/ml IGF-1, -Il (BD Biosciences, Bedford, MA) et leurs analogues tronqués 
R31GF-I, Del (1-6) IGF-11 (Upstate Biotechnology lnc, Lake Placid, NY). À noter 
que ces derniers peptides sont connus pour être incapables de se lier aux 
protéines de liaison à l'IGF (IGFBP) et ont été démontrés antérieurement pour 
induire des effets optimaux sur la prolifération épithéliale gastrique humaine en 
comparaison aux formes natives IGFBP-dépendantes (Tremblay et al. 2001 ). 
Puisqu'il est connu pour ses effets inhibiteurs sur la prolifération cellulaire et pour 
ses effets inducteurs sur la motilité dans d'autres modèles cellulaires, le TGFp1 
(R&D Systems, Minneapolis, MN) a été testé à des concentrations variant de 0,5 
à 5 ng/ml, celles-ci étant connues pour supporter le maintien de la morphologie 
et des fonctions sécrétrices dans les cultures primaires gastriques humaines 
(Basque et al. 2002). La neutralisation de la bioactivité du TGFp1 et son effet 
potentiel sur la régénération basale et stimulée aux facteurs de croissance a été 
accomplie par l'addition simultanée d'un anticorps neutralisant TGFp pan-
spécifique (10 µg/ml, R&D Systems, Minneapolis, MN). L'effet neutralisant de 
l'anticorps anti-TGFp pan-spécifique a été, à priori, validé sur des cultures de 
cellules IEC-6, celles-ci servant de contrôle positif de neutralisation (Ciacci et al. 
1993). En effet, la présence de cet anticorps a bloqué l'effet stimulateur du 
TGFp1 sur la restitution des cellules IEC-6 (résultats non montrés). 
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Les cibles intracellulaires putatives impliquées dans la restitution ont été 
déterminées par l'utilisation des inhibiteurs pharmacologiques spécifiques 
suivants : L Y294002 (Pl3K) (5 µM, Calbiochem, La Jolla, CA), PD98059 (20 µM, 
Calbiochem, La Jolla, CA), rapamycine (mTOR) (25 nM, Biomol Research 
Laboratories lnc, Plymouth Meeting, PA, USA), PP2 (Src) (5 µM, Calbiochem, La 
Jolla, CA) et PD153035 (EGFR) (10 µM, Calbiochem, La Jolla, CA). À noter que 
ces inhibiteurs ont été ajoutés 30 minutes avant d'effectuer les blessures. 
2.2 Quantification de la régénération/restitution 
A la fin de chaque expérience, les cellules ont été rincées deux fois avec du 
PBS, puis contrastées avec un colorant GIEMSA. Les processus de 
régénération et de restitution ont été quantifiés par microscopie à contraste de 
phase en comptant le nombre de cellules ayant traversé la marge de la blessure 
de 13 mm (marque laissée par la lame de rasoir). La régénération a également 
été quantifiée en mesurant la surface recouverte (en mm2) par les cellules 
régénératrices dans différentes conditions de culture à l'aide du logiciel d'analyse 
et d'imagerie cellulaire Metamorph 4.6 (Universal lmaging Corporation, 
Downingtown, PA). La distance (en µm) parcourue par les cellules de type 
<<leader>> à partir de la marge de la blessure a aussi été appréciée par 
microscopie vidéo en temps réel (grossissement de 220x) à l'aide du logiciel 
Zeiss Axiovision. 
2.3 Essais de micro-blessure 
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Les essais de micro-blessure ont été effectués selon une méthode standardisée 
pour les cellules intestinales T84, tel qu'il a été décrit antérieurement (Mercurio 
AM et al. 2000). Des cellules HGE-17 ont été ensemencées dans des plaques à 
24 puits, puis cultivées jusqu'à l'atteinte de la confluence. De minuscules 
blessures circulaires (75-100 µm) ont été effectuées par aspiration à l'aide d'une 
aiguille préalablement fixée à l'extrémité d'une seringue. Les cultures blessées 
ont été rincées, puis incubées dans du milieu DMEM/F12 (1 :1, v: v) contenant 
une concentration réduite en sérum (FBS 0,1%), avec ou sans différents 
régulateurs exogènes. De plus, l'addition simultanée du bloqueur du cycle 
cellulaire hydroxyurée (20 mM) a permis d'analyser les effets des différents 
régulateurs spécifiquement sur l'étalement cellulaire. Les effets des facteurs de 
croissance sur l'étalement cellulaire ont été évalués par l'utilisation de différents 
facteurs de croissance exogènes aux concentrations suivantes: TGFa. (5 ng/ml), 
EGF (5 ng/ml), HGF (20 ng/ml) et IGF-1 (1 OO ng/ml). De plus, les cibles 
intracellulaires putatives impliquées dans la modulation de l'étalement cellulaire 
ont été déterminées par l'utilisation des inhibiteurs pharmacologiques spécifiques 
suivants : L Y294002 (Pl3K, 5 µM), rapamycine (mTOR, 25 nM), PP2 (Src, 5 µM), 
PD153035 (EGFR, 10 µM), nocodazole (actine, 3 µM) et cytochalasine D 
(microtubules, 1 µM). Pour évaluer la progression de la fermeture des blessures, 
des images ont été prises à différents intervalles de temps à l'aide d'un 
microscope inversé Leica DM ERBE contenant des optiques à contraste de 
phase. Les diamètres des blessures ont été mesurés en utilisant le logiciel 
Metamorph (Universal lmaging Corporation, Downington, PA). Les diamètres 
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initiaux et finaux des micro-blessures ont été utilisés pour déterminer les effets 
des facteurs de croissance et des inhibiteurs pharmacologiques sur la fermeture 
des blessures. 
3. Microscopie électronique à balayage et à contraste de phase 
La morphologie cellulaire a été visualisée de façon routinière à l'aide d'un 
microscope à contraste de phase DMIL. L'ultrastructure épithéliale a été étudiée 
par microscopie électronique à balayage (scanning electron microscopy, SEM) à 
l'aide d'un microscope Cambridge Stereoscan S-120. Pour ce faire, les cellules 
ensemencées sur des lamelles de verre ont été fixées avec de la glutaraldéhyde 
2,8% diluée dans un tampon cacodylate 0,2M contenant 7,5 % de sucrose, post-
fixées avec 2% de tétroxide d'osmium et déshydratées progressivement à l'aide 
d'une série d'incubations à l'éthanol (40-100%). Suivant le retrait de l'éthanol à 
l'aide d'un séchage critique au dioxyde de carbone liquide, les spécimens ont été 
recouverts d'or puis soumis à l'analyse morphologique par microscopie 
électronique à balayage. 
4. Microscopie à fluorescence 
Les cellules ont été ensemencées sur des lamelles de verre (pour les blessures 
avec une lame de rasoir) ou dans des plaques à 24 puits (micro-blessures) et 
cultivées jusqu'à ce qu'elles atteignent la confluence. Avant de procéder à la 
période d'incubation et à l'immunofluorescence, une blessure a été effectuée au 
centre du spécimen (13 mm de diamètre pour les blessures avec une lame de 
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rasoir et 75-100 µm pour les micro-blessures). Les cultures ont été fixées avec 
de la formaldéhyde 3,7% pour 12 minutes et perméabilisées avec du Triton X-
100 0, 1% dilué dans du tampon PBS (phosphate buffer saline, pH 7,4) pour 3 
minutes. Les sites de liaison non-spécifiques de l'anticorps ont été bloqués à 
l'aide de 2% d'albumine de sérum bovin (fraction V BSA obtenu chez Sigma-
Aldrich) dilué dans du tampon PBS. Les cellules ont par la suite été incubées 
avec les anticorps primaires, puis avec les anticorps conjugués au FITC (anti-
souris lgG 1 :30, anti-lapin lgG 1 :50, Chemicon International, Temacula, CA) 
dilués dans du BSA-PBS 0,2 % à l'intérieur d'une chambre humidifiée pour 60 
minutes et 45 minutes respectivement. L'actine filamenteuse (actine-F) a été 
directement marquée en utilisant une incubation de 60 minutes avec la 
phalloïdine-FITC (1 :800, Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada). Des lavages 
extensifs avec du tampon PBS ont été effectués entre chaque étape. Les 
lamelles ont par la suite été montées sur des lames de verre avec du glycérol : 
PBS (9 : 1 ). Le marquage fluorescent a été observé à l'aide d'un microscope 
Reichert Polyvar (Leica) équipé pour l'épifluorescence. A noter que des 
contrôles négatifs ont été inclus dans toutes les expériences dans lesquelles 
l'anticorps primaire a été omis ou remplacé par du sérum non-immun. Les 
anticorps dirigés contre les protéines suivantes ont été utilisés pour les 
expériences d'immunofluorescence: Ki-67 (1 :600, Sigma-Aldrich, Oakville, ON, 
Canada), cadhérine-E (1 :800, Transduction Laboratories, San Francisco, CA), 
occludine (1 :200, Zymed Laboratories, San Francisco, CA}, Z0-1 (1 :1500, 
Zymed Laboratories, San Francisco, CA), tubuline-a (1 :100, Sigma-Aldrich, 
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Oakville, ON, Canada), sous-unité a3 des intégrines (1 :100, Chemicon, 
Missussauga, ON, Canada). 
5. Index de motilité et de prolifération 
L'index de motilité et de prolifération a été calculé sur des spécimens marqués à 
l'actine-F et au Ki-67, respectivement. En effet, les marquages à l'actine-F ont 
facilité la visualisation de la forme des cellules ainsi que la visualisation des 
cellules exhibant au moins un lamellipode en extension au front de régénération 
(13 mm de large); ces cellules étaient donc considérées comme des cellules 
motiles. Pour ce qui est des cellules exhibant un noyau positif pour l'antigène 
nucléaire Ki-67, celles-ci ont été considérées comme des cellules prolifératives. 
Les résultats sont exprimés en tant que nombre de cellules positives par 
blessure. A noter que les expériences ont été reproduites 3 à 4 fois pour chaque 
condition. 
6. lmmunobuvardage de type Western 
Afin de maximiser le nombre de cellules en migration et donc maximiser les 
niveaux des voies de signalisation intracellulaire activées dans les lysats 
cellulaires, les monocouches confluentes ont été blessées linéairement à 
plusieurs reprises. Les cultures blessées ont été lysées à différents intervalles 
de temps dans un tampon à base de SOS (Tris-HCI 62.5 mM pH 6.8, SOS 2.3%, 
glycérol 10%, ~-mercaptoéthanol 5% et bleu de bromophénol 0,005%). Les 
protéines (50 µg) obtenues à partir des lysats cellulaires ont été séparés par 
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SOS-PAGE sur un gel 10% et électro-transférées sur des membranes de 
nitrocellulose (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, Ontario, Canada). Les 
protéines et les marqueurs de poids moléculaires (lnvitrogen/Gibco) ont été 
révélés par un marquage au rouge de Ponceau. Les membranes ont par la suite 
été bloquées dans du PBS contenant 5 % de lait en poudre et 0,05 % de Tween-
20 pour une période d'au moins 5 heures à 25°C, puis incubées toute la nuit à 
4 °C avec l'anticorps primaire dans la solution de blocage suivi d'une incubation 
avec l'anticorps secondaire lgG conjugué à la peroxidase (anti-lapin et anti-
souris 1 :10 000, Amersham Biosciences, Baie d'Urfé, Qc, Canada) pour 1 
heure. La chemiluminescence a été visualisée en utilisant le système ECL de 
Amersham Biosciences (Baie d'Urfé, QC, Canada). Les concentrations 
protéiques ont été mesurées à l'aide d'une méthode de Lowry modifiée utilisant 
l'albumine de sérum bovin comme standard (Peterson et al. 1977). Les 
anticorps dirigés contre les protéines suivantes ont été utilisés pour les 
expériences d'immunobuvardage: cadhérine-E (1 :5000, Transduction 
Laboratories, Lexington, KY), récepteur au TGFj3 de type Il (1 :1000, Upstate 
Biotechnology lnc, Lake Placid, NY), occludine (1 :800, Zymed Laboratories, San 
Francisco, CA), Z0-1 (1 :5000, Zymed Laboratories, San Francisco, CA), Akt 
total (1 :1000, Cell Signaling, Mississauga, ON, Canada), phospho-Akt Ser473 
(1 :500, Cell Signaling, Mississauga, ON, Canada), EGFR total (1 :1000, Cell 
Signaling, Mississauga, ON, Canada}, phospho-EGFR Tyr1068 (1 :250, Cell 
Signaling, Mississauga, ON, Canada), pp60c-Src (1 :1000, Upstate 
Biotechnology lnc, Lake Placid, NY), p70S6K total (1 :1000, Upstate 
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Biotechnology lnc, Lake Placid, NY), ILK (1 :1000, Upstate Biotechnology lnc, 
Lake Placid, NY), phospho-p70S6K Thr389; Thr421/Ser424 (1: 1000, Upstate 
Biotechnology lnc, Lake Placid, NY), Erk1 total (1 :1000, Santa Cruz, CA), 
phospho-Erk1/2 (1 :1000, Cell Signaling, Mississauga, ON, Canada), étiquette 
HA (1 :1000, Santa Cruz, CA), étiquette Flag (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, 
Canada). 
7. Viabilité cellulaire et essai TUNEL 
7 .1 Essai TUNEL 
La détection de bris au niveau des brins d'ADN associés à l'apoptose dans les 
cellules HGE-17 préalablement cultivées sur des lamelles de verre a été 
effectuée tel que décrit précédemment (Vachon et al. 1996). Brièvement, les 
cellules ont été fixées 15 minutes à 4 °C avec de la formaldéhyde 3 % diluée 
dans du tampon phosphate et perméabilisées pour 3 minutes avec du Triton X-
1 OO dilué dans du PBS. Le marquage des extrémités dUTP ayant subi des 
coupures médiées par la Tdt (terminal deoxynucleotidyl transferase) a été 
effectué à l'aide d'une trousse de détection Apotag (lntergen, Purchase, NY). A 
titre de contrôle positif, la génistéine (200 µM) et la cytochalasine (1 µM) ont été 
ajoutées simultanément dans un même spécimen. 
7 .2 Activité de la caspase-3 
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L'essai servant à mesurer l'activité de la caspase-3 a été effectué tel que décrit 
antérieurement (Boucher et al. 2000) et en accord avec le protocole de 
Pharmingen (Mississauga, ON, Canada). Brièvement, les cellules ont été 
décollées dans un tampon de lyse contenant 50 mM de Tris-HCI, pH 7 .8, 15 mM 
de NaCI, 20 mM de MgCl2 , 5 mM d'EGTA, 0.1 mM de PMSF, 1 µg/ml de 
leupeptine, 1 µM de pepstatine A et 1% de Triton X-100 pour 15 minutes à 4°C. 
Le matériel insoluble a été enlevé par centrifugation à 12 000 x g pour 15 
minutes à 4°C. Les protéines des lysats cellulaires (30 µg) ont été incubées 
avec 20 µM du substrat fluorogénique de la caspase-3 (Pharmingen, 
Mississauga, ON, Canada) pour 2 heures à 37°C. L'AMC libéré des substrats a 
été mesuré à l'aide d'un spectrophotomètre à une longueur d'onde d'excitation 
de 380 nm et à une longueur d'onde d'émission de 460 nm pour la caspase-3. 
8. Transfections transitoires et essai luciférase 
Les cellules HGE-17 sous-confluentes ont été ensemencées dans une plaque à 
6 puits et ont été transfectées par lipofection (LipofectAMINE 2000, 
lnvitrogen/Gibco) avec 0,5 µg du gène rapporteur 3TP-luciférase (sensible au 
TGFp, car il contenait les éléments de réponse pour les SMADs) les 24 heures 
suivant la transfection. Les cellules ont été traitées avec 1 O ng/ml de TGFp 1 ou 
avec un anticorps neutralisant dirigé contre le TGFp. La journée suivante, 
l'activité luciférase a été mesurée en accord avec le protocole de Promega 
(Nepean, ON, Canada), tel que décrit antérieurement (Aliaga et al. 1999, Houde 
et al. 2001 ). 
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9. Vecteurs d'expression 
Le vecteur d'expression pour la forme sauvage d'Akt (wtAkt) portant une 
étiquette Flag a été gracieusement fourni par le Dr P.H. Vachon (Université de 
Sherbrooke, Canada). Le vecteur d'expression pour la forme myristylée d'Akt 
(myrAkt) portant une étiquette HA a été gracieusement fourni par le Dr P.K. Vogt 
(The Scripps Research lnstitute, CA, USA). La forme sauvage d'Akt a été clonée 
après son excision à partir du vecteur pFLAG-CMV-1 (Sigma-Aldrich, Oakville, 
ON, Canada) au site Bglll-Clal du vecteur rétroviral pLPCX (Clonetech, BD 
Biosciences), en amont du promoteur du cytomégalovirus (CMV) en utilisant un 
adaptateur Bglll-Clal (sens 5'-GATCTCGGCCAAAC-3' et antisens 5'-
CATGGTTTGGCCGA-3') (Tétreault et al., 2007). MyrAkt a été cloné après son 
excision à partir du vecteur pCDNA3 au site Hindlll du vecteur rétroviral pLPCX, 
en amont du promoteur du cytomégalovirus (CMV) (Tétreault et al., 2007). 
1 O. Production virale et infections rétrovirales 
Les constructions pLPCX-wtAkt, pLPCX-myrAkt et le vecteur vide pLPCX ont été 
utilisés pour produire les virus dans les cellules HEK293T à l'aide d'une co-
transfection avec un vecteur amphotropique auxiliaire (pAmpho, gracieusement 
fourni par le Dr Claude Asselin, Université de Sherbrooke). Les cellules sous-
confluentes ont été transfectées durant 3 heures par une méthode de lipofection 
en utilisant la Lipofectamine 2000 (lnvitrogen). Le milieu de culture cellulaire 
(Opti-MEM, lnvitrogen) a été récolté 48 heures suivant la transfection et filtré à 
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travers des filtres Millex-HA (25 µm, 0.45 µm; Millipore, Bedford, MA, USA). Les 
cellules HGE-17 sous-confluentes ont été infectées avec la suspension virale 
contenant 4 µg/ml de polybrène (Hexadimethrine bromide H-9268, Sigma-
Aldrich) pour 1 heure à 37°C. Par la suite, la suspension a été complétée avec 6 
ml de milieu frais contenant 4 µg/ml de polybrène et incubée à 37°C durant 48 
heures. Le pourcentage de cellules infectées de manière rétrovirale a été estimé 
à l'aide d'infections effectuées en parallèle à l'aide de virus exprimant le produit 
du gène de la protéine fluorescente verte (GFP) et a été estimé à 90-95%. Le 
vecteur rétroviral possède un gène de résistance à la puromycine ayant permis 
la sélection de populations cellulaires pures. Le milieu de culture a été changé et 
la sélection pour la résistance à la puromycine (0,2 µg/ml) a été débutée 48 
heures plus tard pour une période de 10 jours de façon à obtenir des populations 
stables. 
11. Essais de phosphorylation de pp&Oc-Src 
Les lysats de cellules HGE-17 ont été préparés dans un tampon Triton X-100 
(Triton X-100 1%, Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, NaCI 100 mM, EDTA 5 mM, pH 8.0, 
NaF 50 mM et glycérol 5%) supplémenté avec des inhibiteurs de protéases 
(PMSF 0.1 mM, leupeptine 10 µg/ml, pepstatine 1 µg/ml et aprotinine 10 µg/ml) 
et des inhibiteurs de phosphatases (orthovanadate 200 µM, ~-glycérophosphate 
40 mM). Les lysats ont été débarrassés de leurs débris cellulaires par 
centrifugation (10 000 x g, 10 minutes, 4°C). 800 µg des échantillons dilués dans 
800 µ1 de tampon Triton X-1 OO ont été incubés 2 heures avec 4 µg de l'anticorps 
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total dirigé contre pp60c-Src, suivi d'une incubation d'une heure avec la protéine 
G-Sépharose à 4°C. Les complexes de protéines G-Sépharose ont été lavés 2 
fois avec le tampon Triton froid, puis 2 fois avec le tampon kinase (para-
nitrophenylphosphate 20 mM, MgCl2 10 mM, dithiothreitol 1 mM et Hépès 30 
mM, pH 7.4). Par la suite, les complexes de protéines G-Sépharose ont été 
incubés avec 40 µ1 de tampon kinase supplémenté avec 5 µCi d'ATP [y-32P] pour 
30 minutes à 30°C. La réaction a été stoppée par l'addition de tampon Laemmli 
4X à base de SOS (Tris-HCI 62.5 mM pH 6.8, SOS 2.3%, glycérol 10%, P-
mercaptoéthanol 5% et bleu de bromophénol 0,005%), après quoi les 
échantillons ont été chauffés à 95°C pour 5 minutes et analysés par SOS-PAGE 
sur des gels 10% en conditions réductrices. Les gels ont par la suite été soumis 
à une autoradiographie à -80 °C. Finalement, les protéines contenues dans le 
gel ont été soumises à un électro-transfert semi-sec et soumises à un 
immunobuvardage de type Western en utilisant un anticorps total dirigé contre 
pp60c-Src. 
12. Méthode de nucléofection pour l'incorporation d'un siRNA 
Les cellules HGE-17 ont été décollées par trypsinisation et centrifugées 5 
minutes à 1500 x g. Par la suite, le milieu en excès a été enlevé pour obtenir un 
culot de cellules à partir duquel 2,5 x 106 cellules ont été resuspendues dans 1 OO 
µI d'une solution de nucléofection appropriée (Solution T, Amaxa, ESBE 
Scientific, Markham, ON, Canada), puis mélangées avec 10 µ1 d'un siRNA dirigé 
contre ILK. Le siRNA contrôle a été obtenu de Quiagen lnc. (Mississauga, ON, 
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Canada; cat#1022076, séquences: sens UUCUCCGAACGUGUCACGUdTdT; 
antisens ACGUGACACGUUCGGAGAAdTdT) alors que le siRNA dirigé contre 
ILK a été obtenu d'Ambion lnc. (Austin, TX, USA, cat# 1461, séquences: sens 
GGGCAAUGACAUUGUCGUGtt; antisens CACGACAAUGUCAUUGCCCtg). Le 
programme T20 a été utilisé pour nucléofecter les cellules en accord avec le 
protocole d'Amaxa. Par la suite, les cellules ont été resuspendues dans du 
milieu DMEM supplémenté avec 10% de FBS et celles-ci ont été ensemencées 
dans des plaques à 6 puits. 
13. Essai kinase ILK 
Les cellules blessées ont été lysées pendant 10 minutes sur glace avec 1 ml de 
tampon de lyse par pétri de culture (Triton X-100 1%, Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, 
NaCI 100 mM, EDTA 5 mM, pH 8.0, NaF 50 mM et glycérol 5%) supplémenté 
avec des inhibiteurs de protéases (PMSF 0.1 mM, leupeptine 10 µg/ml, 
pepstatine 1 µg/ml et aprotinine 10 µg/ml) et des inhibiteurs de phosphatases 
(orthovanadate 200 µM, f3-glycérophosphate 40 mM). Les cellules ont par la 
suite été débarrassées de leurs débris cellulaires par centrifugation (10 000 x g, 
10 minutes, 4°C). 500 µg des échantillons dilués dans 500 µI de tampon Triton 
X-100 ont été incubés 1 heure avec la protéine A-Sépharose à 4°C (Pharmacia 
Upsala Biotech, Suède), après avoir été incubés durant 2 heures avec l'anticorps 
anti-ILK (Upstate). Les complexes protéiques ont été lavés 4 fois avec le tampon 
Triton froid, puis 3 fois avec le tampon kinase (para-nitrophenylphosphate 20 
mM, MgCl2 10 mM, dithiothreitol 1 mM et Hépès 30 mM, pH 7.4). Par la suite, 
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les complexes protéiques ont été incubés avec 40 µ1 de tampon kinase 
supplémenté avec 5 µCi d'ATP [y-32P] et du substrat MBP (Myelin Basic Protein, 
Upstate) pour 30 minutes à 30°C. La réaction a été stoppée par l'addition de 
tampon Laemmli 4X à base de SOS (Tris-HCI 62.5 mM pH 6.8, SOS 2.3%, 
glycérol 10%, p-mercaptoéthanol 5% et bleu de bromophénol 0,005%), puis les 
échantillons ont été chauffés à 95°C pour 5 minutes et analysés par SOS-PAGE 
sur des gels 10% en conditions réductrices. Les gels ont par la suite été soumis 
à une autoradiographie à -80 °C. A noter que l'incorporation de [y-32P] par la 
MBP a été linéaire tout au long de l'essai kinase. Finalement, les protéines 
contenues dans le gel ont été soumises à un électro-transfert semi-sec et 
soumises à un immunobuvardage de type Western en utilisant un anticorps total 
dirigé contre ILK. 
14. Analyse RT-PCR 
L'ARN total a été extrait en utilisant la trousse d'isolation d'ARN Totally RNA 
(Cederlane) et la transcription inverse a été effectuée en utilisant l'enzyme 
Superscript Il RT (lnvitrogen) et les amorces Oligos dT (lnvitrogen). Le PCR a 
été avec les amorces suivantes: POGFRa., 5'-TGGCTCCTGAGAGCATCTTT-3', 
5'-A TTGTCCAGGCAGCAGA TTC-3'; POGFRp, 5'-ACCTGGTGGACTACCTGC-
AC-3', 5'-GGAGGACTCGATGTCTGCAT-3'; S14, 5'-GGC AGA CCG AGA TGA 
ATC CTC A-3', 5'-CAG GTC CAG GGG TCT TGG TCC-3'. Les conditions de 
PCR ont produit une amplification en suivant une progression linéaire. Les 
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produits de PCR ont par la suite été séparés par électrophorèse sur gel 
d'agarose 2%. 
15. Enrichissement de membranes 
Les lysats de cellules HGE-17 blessées ont été préparés dans un tampon A 
contenant 250 mM de sucrose (Hepes 10 mM, EGTA 2 mM, EDTA 1mM, OTT 
1 mM, leupeptine 20 µg/ml, aprotinine 20 µg/ml). Les débris cellulaires ont été 
enlevés par centrifugation à 2800 rpm pour 10 minutes. Le surnageant a par la 
suite été centrifugé à 65 000 rpm pour 60 minutes en utilisant un rotor TLS-55 
dans une ultra-centrifugeuse TL-100. Les culots ont été resuspendus dans 200 
µ1 de tampon A contenant 250 mM de sucrase et ont été désignés comme étant 
les fractions membranaires. Les fractions membranaires ont par la suite été 
soumises à un immunobuvardage de type Western. 
16. Analyses statistiques 
Les résultats sont exprimés en tant que moyenne ± erreur standard, avec une 
significativité statistique des différences entre les conditions expérimentales 
établie à 95 %. Une analyse de variance ANOVA à une ou deux directions suivie 
d'un test post-ANOVA de Turkey et d'un test t de Student ont été utilisés pour 
indiquer une différence statistique entre les groupes en utilisant la version 4.0 du 
logiciel GraphPrism (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Les analyses 
densitométriques des immunobuvardages de type Western ont été déterminées 
à l'aide du logiciel Scion Image 4.02 (Scion Corporation, Frederick, MA, USA). 
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111- Résultats 
1. Effet différentiel des facteurs de croissance sur l'induction et la 
modulation de la régénération épithéliale gastrique humaine 
1.1 Dynamiques de régénération 
La capacité de régénération basale des monocouches cohérentes de cellules 
épithéliales gastriques humaines a été évaluée suivant une blessure effectuée 
sur des monocouches cohérentes à l'aide d'une lame de rasoir. La Figure 17 
illustre les réponses des cultures de cellules HGE-17 nouvellement confluentes 
et de cellules HGE-20 post-confluentes. La partie supérieure de la Figure 17 (A-
C) révèle l'aspect macroscopique d'une monocouche de cellules HGE-17 
fraîchement blessée (Fig.17 A) ainsi que son expansion après 40 heures dans 
des conditions de culture réduites en sérum (0,1%) (Fig. 17, B et C). En 
absence de facteurs de croissance exogènes (condition basale) (Fig. 178), les 
feuillets épithéliaux se déplacent lentement et de manière non-uniforme tout au 
long de la marge de la blessure. En effet, tel qu'illustré à la Figure 170. le front 
de régénération apparaît irrégulier dans les conditions basales. Une fois la 
capacité de régénération basale de cellules HGE-17 établie, la capacité de 
réponse de l'épithélium gastrique humain à différents facteurs de croissance a 
été évaluée. Pour ce faire, des monocouches cohérentes de cellules épithéliales 
gastriques humaines ont été blessées avec une lame de rasoir, suivie par une 
incubation avec ou sans les facteurs de croissance suivants: EGF, TGFa., HGF, 
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Figure 17. Effet des facteurs de croissance HGF, IGF-1 et TGFa sur la 
régénération des monocouches de cellules HGE blessées. Régénération 
d'une monocouche de cellules HGE-17 nouvellement confluentes (A-C) et de 
cellules HGE-20 à 6 jours de post-confluence (D-G) 40h suivant l'induction d'une 
large blessure à confluence et à 6 jours post-confluence respectivement. La 
microscopie à contraste de phase montre le mouvement d'un feuillet épithélial 
cohérent à travers la marge de la blessure linéaire (flèche noire): A, 
monocouche de cellules HGE-17 nouvellement blessée, (B) Contrôle (FBS 
0,1%), (C) HGF 20 ng/ml. L'expansion de la monocouche de cellules HGE-20 
est régulée par un traitement aux facteurs de croissance : (0) Contrôle (FBS 
0,1%), (E) IGF-1100 ng/ml, (F) HGF 20 ng/ml, (H) TGFa 50 ng/ml. Les flèches 
grises montrent la direction de la migration dans toutes les images de cellules en 
migration dans les panneaux horizontaux. Barres: 100 µM. A noter que toutes 
les expériences ont été effectuées en présence de FBS 0, 1 %. Ces résultats sont 
représentatifs de trois différentes expériences. 
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IGF-1 et IGF-11. Suivant une stimulation aux facteurs de croissance, la migration 
est accélérée significativement (Fig. 17C, avec HGF). Des variations similaires 
ont été observées dans les monocouches de cellules HGE-20 post-confluentes 
(Fig.17, D à G). En comparaison aux conditions contrôles (Fig. 17D), le front de 
régénération est beaucoup plus linéaire en présence des facteurs de croissance 
IGFs (Fig. 17E). En ce qui a trait au HGF, le mouvement vers l'avant du feuillet 
cellulaire stimulé par ce facteur de croissance semble également varier de façon 
irrégulière (Fig. 17F). Ceci s'explique par le fait que ce mouvement est dirigé par 
une force d'attraction exercée par les cellules individuelles retrouvées à la marge 
de la blessure. Finalement, l'addition d'EGF et de TGFa. a exercé clairement une 
stimulation optimale de la régénération (Fig. 17G; avec TGFa.). 
1.2 Quantification de la régénération et de la restitution 
Dans les expériences contrôles effectuées sur des monocouches de cellules 
HGE-17, nous avons observé que le nombre de cellules ayant migré à travers la 
marge de la blessure est significatif de façon consistante, que ce soit en 
présence ou en absence d'hydroxyurée. Cet agent chimothérapeutique qui 
inhibe la synthèse de déoxynucléosides triphosphates et qui arrête les cellules 
au pied de la phase S du cycle cellulaire nous a permis de distinguer l'activité 
régénératrice de monocouches de cellules HGE-17 (Fig. 18A) de manière 
indépendante de la croissance cellulaire, c'est-à-dire la restitution (Fig. 188). Il 
est important de mentionner que l'hydroxyurée n'a pas affecté la viabilité 
cellulaire ou encore la migration, ce qui est en accord avec une observation 
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Figure 18. Quantification de la régénération et de la restitution des cellules 
épithéliales gastriques en présence des facteurs de croissance. La capacité 
de régénération et de restitution des cellules épithéliales gastriques a été 
déterminée 40h après l'induction d'une blessure et exprimée en tant que le 
nombre de cellules ayant traversé la marge de la blessure (A-D). (A) 
Régénération de monocouches de cellules HGE-17 nouvellement confluentes en 
présence de FBS 0, 1 % et de facteurs de croissance. (B) Restitution de 
monocouches de cellules HGE-17 incubées en présence de FBS 0,1%, de 
facteurs de croissance et de 20 mM d'hydroxyurée. (C) Régénération de 
monocouches de cellules HGE-20 contenant du FBS 1 % et des facteurs de 
croissance. (D) Restitution de cultures primaires d'épithélium gastrique fœtal 
nouvellement confluentes contenant du FBS 4% et des facteurs de croissance. 
C, Contrôle (0, 1 % FBS); EGF (50 ng/ml); TGFa (50 ng/ml); HGF (20 ng/ml); IGF-
1 (1 OO ng/ml); IGF-11 (100 ng/ml). Pour les IGFs, les peptides sous-forme native 
(n) ont été comparés avec leurs formes tronquées (t) IGFPB-indépendants (A-C). 
Ces résultats sont représentatifs de trois ou quatre expériences différentes. Les 
astérisques indiquent une différence significative en comparaison aux conditions 
contrôles, *P<0.005, **P<0.005. 
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antérieure effectuée sur des cultures primaires gastriques canines (Dignass et 
al., 1993). Cet effet inhibiteur sur la croissance cellulaire a été confirmé par 
l'observation de l'absence de marquage au Ki-67. (résultats non montrés). 
Plusieurs facteurs de croissance exogènes ont accéléré la réponse régénérative 
des cellules HGE-17 dans les deux conditions (Fig. 18A et B), soit la 
régénération et la restitution. Par exemple, en comparaison aux conditions 
contrôles, l'EGF et le TGFa ont augmenté considérablement le nombre de 
cellules observées le long de la marge de la blessure à des concentrations de 50 
ng/ml, que ce soit en présence ou en absence d'hydroxyurée (82 % à 100% de 
stimulation). En accord avec ces résultats, le TGFa a augmenté de façon 
optimale la zone recouverte par les cellules régénératrices (Fig. 19A), en plus 
d'accélérer constamment la migration des cellules de type «leader» localisées à 
la marge de la blessure (Fig. 198). De son côté, le HGF a aussi stimulé la 
migration des cellules HGE-17 à des concentrations de 20 ng/ml, (Fig. 18A et B). 
Lorsque la surface recouverte par les cellules en migration a été analysée, le 
HGF s'est avéré être 50% moins efficace que le TGFa, (Fig. 19A). De façon 
opposée, les facteurs de croissance IGF-1 et IGF-11, à une concentration de 1 OO 
ng/ml, ont stimulé la régénération et la restitution des cellules HGE-17 beaucoup 
plus faiblement que les facteurs de croissance EGF/TGFa/HGF, c'est-à-dire de 
18-28 % en absence d'hydroxyurée et de 18-28 % en présence de l'inhibiteur de 
croissance. De leur côté, en général, les analogues tronqués R31GF-I et Del (1-
6) IGF-11 n'ont induit aucun effet significatif sur la régénération/restitution des 
cellules HGE-17 en comparaison aux conditions contrôles. 
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Figure 19. Quantification de la zone recouverte par les cellules 
régénératrices en présence des facteurs de croissance. A- B, La capacité de 
régénération et de restitution des cellules épithéliales gastriques a été 
déterminée 40h après l'induction d'une blessure et exprimée en tant que la zone 
recouverte par les cellules régénératrices. A, Surface recouverte en mm2 par les 
cellules HGE-17 et HGE-20 en régénération. B, Progression linéaire de la 
restitution : distance des cellules à partir de la marge de la blessure (en µm) en 
fonction du temps (en heures) par les cellules HGE-17 en présence ou en 
absence de facteurs de croissance. C, Contrôle (0, 1 % FBS); TGFa (50 ng/ml); 
HGF (20 ng/ml); IGF-1 (1 OO ng/ml). A noter que toutes les expériences ont été 
effectuées en présence de FBS 0, 1 %. Ces résultats sont représentatifs de trois 
ou quatre expériences différentes. 
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Les essais de blessure effectués sur des cellules HGE-20 à 15 jours de post-
confluence (Fig. 1 BC) et sur des cultures primaires de cellules épithéliales 
gastriques fœtales humaines normales ont donné des résultats similaires à ceux 
obtenus avec les cellules HGE-17. Cependant, dû à leur statut plus différencié, 
la migration des cellules HGE-20 a été moins intense, bien que celles-ci aient 
répondu très fortement à une stimulation aux facteurs de croissance EGFfTGFa 
(stimulation de 3,7 fois). De plus, la surface recouverte par le feuillet épithélial 
de cellules HGE-20 s'est avérée être la moitié de celle occupée par les cellules 
HGE-17 et ce, à la fois dans les conditions basales et supplémentées avec les 
facteurs de croissance exogènes (Fig. 19A). Conséquemment, la lignée HGE-17 
a été choisie comme modèle de prédilection pour effectuer nos essais de 
régénération et de restitution. Finalement, les cultures primaires de cellules 
épithéliales gastriques fœtales normales ont aussi été sensibles aux facteurs de 
croissance TGFa et HGF, mais ont été insensibles aux IGFs. 
1.3 Prolifération cellulaire et apoptose 
Dans les monocouches de cellules HGE-17 en régénération, les premières 
cellules prolifératives positives au Ki-67 sont apparues seulement à la fin de la 
première journée d'incubation et dans les conditions contrôles, leur nombre est 
resté faible jusqu'à 40 heures suivant l'induction de la blessure. Pour être plus 
précis, moins de 1 % des cellules régénératrices ont été estimées comme étant 
entrées dans le cycle cellulaire (rarement une cellule positive a pu être identifiée 
dans la monocouche confluente adjacente à la blessure). De plus, l'addition 
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Figure 20. Effet des facteurs de croissance HGF, IGF-1, IGF-11, EGF et TGFa 
sur la prolifération des monocouches de cellules HGE blessées. L'index de 
prolifération a été déterminé après 40h par le dénombrement des cellules 
positives pour le Ki-67 à travers la marge de la blessure de monocouches de 
cellules HGE-17. C, Contrôle (FBS 0,1%); EGF (50 ng/ml); TGFa (50 ng/ml); 
HGF (20 ng/ml); IGF-1 (100 ng/ml); IGF-11 (100 ng/ml). Ces résultats sont 
représentatifs de trois expériences différentes. Les astérisques indiquent une 
différence significative en comparaison aux contrôles, *P<0.005, **P<0.005. 
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subséquente d'hydroxyurée a complètement inhibé l'apparition de cellules en 
mitose (résultat non montré), sans toutefois altérer la morphologie cellulaire ou la 
migration, confirmant ainsi la validité de l'utilisation de cet agent 
pharmacologique dans les essais de restitution. Par conséquent, les cinétiques 
de croissance ont été évaluées par le dénombrement des noyaux positifs pour le 
Ki-67. Un traitement aux facteurs de croissance a augmenté le nombre de 
cellules positives marquées au Ki-67 tel que démontré par l'index de prolifération 
(Fig. 20). En effet, à une concentration de 50 ng/ml, l'EGF a doublé le nombre 
noyaux positifs au Ki-67, alors que le TGFa (50 ng/ml) et l'IGF-1 (100 ng/ml) ont 
stimulé la prolifération cellulaire par 58 % et 67 % respectivement. D'un autre 
côté, l'apoptose s'est avérée être un événement mineur suivant l'induction d'une 
blessure épithéliale. En effet, la proportion de cellules apoptotiques révélée par 
la méthode de TUNEL s'est avérée être extrêmement faible dans les 
monocouches en régénération en comparaison aux spécimens traités aux 
agents inducteurs d'apoptose, c'est-à-dire la cytochalasine D et la génistéine 
(Fig. 21). 
1.4 Un mécanisme TGFJ3-indépendant 
Tel qu'illustré à la Figure 22, l'addition exogène de TGFJ31 n'a exercé aucun effet 
significatif sur la restitution des monocouches de cellules HGE-17 (Fig. 22A), de 
cellules HGE-20 (résultat non montré) et de cultures primaires (Fig. 228). De 
plus, le TGFa et le HGF ont accéléré la restitution des cellules HGE et des 
cultures primaires de façon similaire et ce, malgré la présence ou l'absence d'un 
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Figure 21. Évaluation de la viabilité des cellules HGE-17 blessées en en 
absence ou en présence de génistéine et cytochalasine D. Les cellules 
HGE-17 confluentes ont été blessées et traitées avec 20 mM d'hydroxyurée, en 
présence (A) ou en absence (B) de cytochalasine D (1 µM) + génistéine (200 
µM). Les cellules ont été fixées avec de la formaldéhyde et perméabilisées avec 
0, 1 % de Triton avant de procéder aux marquages ISEL servant à la détection 
des noyaux apoptotiques. Les images représentatives de fluorescence sont 
montrées. Barres, 50 µm. 
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anticorps neutralisant pan-spécifique du TGFp (10 µg/ml). Il est important de 
noter que cette absence de réponse des cellules gastriques suite à un traitement 
au TGFp 1 ne peut être attribuée au manque d'expression du récepteur au TGFp 
ou à une défectuosité des voies de signalisation intracellulaires activées par la 
liaison du ligand à son récepteur. En effet, le récepteur au TGFP de type-li est 
bel et bien présent dans les cellules HGE-17 sous-confluentes, aussi bien que 
dans les monocouches de cellules post-confluentes (Fig. 22C). De plus, 
l'induction TGFP-dépendante du gène rapporteur spécifique 3TP-luciférase dans 
les cellules HGE-17 suivant un traitement au TGFP a été abrogée par l'addition 
d'un anticorps neutralisant TGFp pan-spécifique (Fig. 22D). Ces résultats 
établissent donc que le TGFP n'influence pas le processus de restitution 
épithéliale gastrique et que les effets des facteurs de croissance sont spécifiques 
et non TGFP-dépendants. 
1.5 Altération de la morphologie épithéliale 
Nous avons observé que les facteurs de croissance altèrent différentiellement la 
morphologie de cellules gastriques en régénération. Dans les expériences 
initiales effectuées au niveau des cultures primaires, les observations 
microscopiques routinières avaient permis de soupçonner que les facteurs de 
croissance EGF/TGFa/HGF stimulaient l'étalement cellulaire et la dispersion de 
cellules individuelles, ce qui n'était pas le cas pour les IGFs. C'est pourquoi une 
analyse plus en profondeur de l'effet de ces facteurs de croissance a été 
effectuée sur des monocouches de cellules HGE-17 à l'aide d'un marquage 
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Figure 22. La restitution des monocouches de cellules HGE blessées se fait 
de manière indépendante du TGFp. A, Restitution des monocouches de 
cellules HGE-17 en présence de FBS 0,1%, d'hydroxyurée 20 mM et de facteurs 
de croissance. 8, Restitution des cultures primaires d'épithélium gastrique fœtal 
humain en présence de FBS 4% et de facteurs de croissance. Le nombre de 
cellules ayant migré à travers la marge de la blessure en absence ou en 
présence d'un anticorps neutralisant pan-spécifique dirigé contre le TGFf3 (Ac) a 
été déterminé après 40 heures suivant l'induction d'une blessure. C, Analyse de 
l'expression du récepteur au TGFP de type Il par immunobuvardage de type 
Western dans des cellules HGE-17 à: sous-confluence (se), 1, 4 et 10 jours de 
post-confluence. D, Activité du gène rapporteur 3TP-luciférase. Les cellules 
HGE-17 ont été transfectées par lipofection (LipofectAMINE 2000, 
lnvitrogen/Gibco) avec 0,5 µg du gène rapporteur 3TP-luciférase les 24 heures 
suivant la transfection. Les cellules ont été traitées avec 10 ng/ml de TGFf31 ou 
avec un anticorps neutralisant dirigé contre le TGFf3. La journée suivante, 
l'activité luciférase a été mesurée. Ces résultats sont représentatifs de trois 
expériences différentes. C, Contrôle; TGFf31 (5 ng/ml); TGFa (50 ng/ml); HGF 
(20 ng/ml); Ac (10 µg/ml). Les astérisques indiquent une différence significative 
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de l'actine-F en utilisant la phalloïdine-FITC et ce, après 40 heures suivant 
l'induction d'une blessure (Fig.23, A à D grossissement 20x, E à 1 grossissement 
40x). Dans les conditions basales, le mouvement local du feuillet épithélial 
semble être relié à la transformation de certaines cellules bordant la blessure en 
épithéliocytes spécialisés de type «leader» exhibant une morphologie similaire 
au type fibroblastique (Fig. 23, A et E). De plus, l'ajout subséquent d'EGF ou de 
TGFa. intensifie dramatiquement l'étalement cellulaire, augmentant ainsi de sept 
fois la taille de plusieurs cellules individuelles constituant le front de régénération 
(Fig. 238). L'EGF et le TGFa. ont aussi activé la dispersion des cellules 
<<leader>> (perte des contacts cellule-cellule), en plus d'activer la formation de 
plusieurs longues protrusions ou lamellipodes (Fig. 23F, voir têtes des flèches). 
En comparaison, le HGF n'a pas stimulé l'étalement cellulaire aussi intensément 
que l'EGF et le TGFa., mais a plutôt stimulé l'élongation ou l'étirement de 
groupement de cellules plus distales de type suiveuse (Fig. 23C). L'HGF a aussi 
activé la dispersion et la formation de lamelle, généralement constitué d'une 
simple protrusion, dans les cellules pionnières de type «leader» (Fig. 23, G et H, 
voir flèches). D'un autre côté, les facteurs de croissance exogènes IGF-1 et IGF-
11 n'ont pas induit les mêmes altérations morphologiques. En effet, le front de 
migration de la monocouche est plutôt resté compact avec la préservation du 
phénotype épithélial et de contacts cellule-cellule et ce, même dans les 
prolongements cohérents de cellules en migration à la marge de la blessure (Fig. 
23, D et 1, voir astérisque). La Figure 24 illustre le nombre de cellules exhibant 
une activité protrusive intense dans une blessure au niveau des cellules HGE-17. 
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Figure 23. Évaluation de la forme cellulaire et de la motilité par le marquage 
de l'actine-F. Les monocouches de cellules HGE-17 ont été blessées et fixées 
à la formaldéhyde après différents intervalles de temps suivant l'induction de la 
blessure. L'actine-F a été visualisée par fluorescence suite à l'utilisation de la 
phalloidine-FITC. Les variations phénotypiques ont été observées dans des 
monocouches de cellules HGE-17, 40 heures suivant une blessure. (A, E) Dans 
les contrôles (0, 1 % FBS), la majorité des cellules ont préservé leurs contacts 
cellule-cellule, incluant les cellules de type «leader» (A, flèches minces). (B, F) 
En présence de 50 ng/ml de TGFa. (ou d'EGF), la surface cellulaire de plusieurs 
cellules de type «leader» et «follower» augmente de manière considérable (B) 
dû à un étalement cytoplasmique intense. Certaines cellules «leader» sont 
dispersées et exhibent de multiples lamellipodes tout au long de la périphérie 
cellulaire (F, pointe de flèche). (C, G, H) En présence d'HGF (20 ng/ml), les 
cellules «leader» et «follower» s'allongent vers la zone de la blessure (C) et les 
cellules «leader» exhibent généralement une large lamelle en extension (G et H, 
flèches). (D, 1) En présence d'IGF-1 (100 ng/ml) (ou d'IGF-11), le front de 
régénération reste compact (1) et contient quelques groupes de cellules en 
migration active {D, astérisque). Les flèches rayées grises indiquent la direction 
de la migration dans toutes les images situées dans les panneaux horizontaux. 
Barres, 50 µM. 
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Il est également important de mentionner que cet événement spécifique a été 
stimulé à la fois par des concentrations faibles et élevées d'EGFfTGFaJHGF et 
ce, de manière hautement reproductible dans toutes les expériences. 
La microscopie électronique à balayage a été utilisée pour détailler les effets des 
facteurs de croissance sur l'ultrastructure des cellules HGE (Fig. 25). La 
microscopie électronique à balayage a permis de révéler que la persistance des 
contacts cellule-cellule, l'aplatissement de cellules et la formation de filopodes 
sont des caractéristiques communes aux cellules bordant la blessure dans des 
conditions basales, c'est-à-dire en absence de facteurs de croissance exogènes 
(Fig. 25, A et C). Seulement un faible nombre de cellules «leader» exhibent de 
longues protrusions ou lamellipodes dans des conditions basales réduites en 
sérum. Plusieurs groupements de cellules s'allongeant en direction de la 
blessure ont été observés en présence du facteur de croissance HGF, ce qui est 
indicatif d'un mouvement directionnel (Fig. 250). Tel qu'il a été mentionné 
auparavant, l'EGF et le TGFa ont stimulé l'étalement cytoplasmique (Fig. 25E) et 
ont activé la dispersion de cellules individuelles exhibant la plupart du temps 
d'étroites extensions non orientées le long de leur périphérie (Fig. 25F). 
Finalement, les données de microscopie électronique suggèrent que les effets de 
l'IGF-1 et de l'IGF-11 sur le maintien de la morphologie épithéliale résultent d'une 
stimulation de l'alignement des cellules bordant la blessure durant les premières 
heures d'incubation (Fig. 258, voir têtes de flèches). 
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Figure 24. Effet des facteurs de croissance HGF, IGF-1, IGF-11, EGF et TGFa 
sur l'indice de motilité des monocouches de cellules HGE blessées. 
L'indice de motilité a été déterminé par le dénombrement des cellules arborant 
au moins une large lamelle en extension par blessure. Les concentrations des 
facteurs de croissance sont fournies en ng/ml (C, Contrôle). Les astérisques 
indiquent une différence significative en comparaison aux contrôles, *P<0.005, 
**P<0.005. 
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1.6 Jonctions épithéliales 
Comme le statut fonctionnel des jonctions cellule-cellule est d'une importance 
prépondérante pour l'épithélium en régénération, l'expression de la composante 
des jonctions adhérentes cadhérine-E et des composantes des jonctions serrées 
occludine et Z0-1 a été examinée. Les expériences d'immonobuvardage de 
type Western effectuées sur des cultures de cellules HGE-17 (Fig. 26) ont révélé 
que le niveau des protéines jonctionnelles cadhérine-E, Z0-1 et occludine ne 
varie pas de façon significative suivant une blessure, en présence ou en absence 
de traitements aux facteurs de croissance (en comparaison aux niveaux de la 
cytokératine-18). Toutefois, tel qu'escompté, la localisation subcellulaire des 
différentes protéines jonctionnelles a été modulée en présence des facteurs de 
croissance. En effet, le marquage immunofluorescent pour les protéines Z0-1 et 
occludine est localisé de façon prédominante aux sites des contacts cellule-
cellule dans les conditions basales, alors que celui-ci est relocalisé dans le 
cytoplasme des cellules en migration à la marge de la blessure des cellules 
stimulées au TGFa. (résultat non montré). La Figure 27 illustre bien ces effets 
régulateurs au niveau de la protéine jonctionnelle cadhérine-E. A faible 
grossissement (10x), l'intensité du marquage de la cadhérine-E semble diminuer 
dans les cellules traitées au TGFa. (Fig. 278) ou au HGF (Fig. 27C), en 
comparaison aux conditions contrôles (Fig. 27 A) ou aux traitements à l'IGF-1 
(Fig. 270). Ce changement des niveaux d'intensité de la protéine a été associé 
à l'étalement et à l'étirement de cellules causés par l'ajout de ces facteurs de 
croissance (Fig. 27, F et G). D'un autre côté, le marquage de la cadhérine-E 
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Figure 25. Évaluation de la morphologie cellulaire durant la migration des 
monocouches de cellules HGE blessées. Les observations ultrastructurales 
des monocouches de cellules HGE-17 en régénération 12 heures (A, B) et 40 
heures (C-F) suivant une blessure ont été effectuées par microscopie 
électronique à balayage .. A, Dans les contrôles (0,1 % FBS) 12h, les cellules 
bordant la blessure commencent lentement à s'étaler alors que la présence 
d'IGF-1 (100 ng/ml) (ou d'IGF-11) (B) cause déjà l'alignement de plusieurs cellules 
bordant la blessure (pointes de flèches blanches) et maintient le front de 
régénération dans un état beaucoup plus compact. C, Dans les contrôles 40h, 
les cellules bordant la blessure apparaissent beaucoup plus aplaties et exhibent 
des filopodes plutôt que des structures migratoires. D, La présence d'HGF (20 
ng/ml) entraîne l'élongation de plusieurs cellules régénératrices. E-F, L'EGF ou 
le TGFa (50 ng/ml) induisent un étalement cytoplasmique intense (E) et la 
formation de multiples lamellipodes (F). La flèche blanche pointe vers une 
cellule en division. Les flèches rayées indiquent la direction de la migration dans 




semble être plus intense dans la condition contrôle (Fig. 27E) ou dans les 
cellules traitées à l'IGF-1 (Fig. 27H), dû au fait que celles-ci exhibent une 
morphologie beaucoup plus compacte. Finalement, la redistribution de la 
cadhérine-E ne survient que dans un sous-ensemble de cellules bordant la 
blessure (Fig. 271, voir astérisques), alors que celle-ci disparaît éventuellement 
en réponse aux facteurs de croissance (Fig. 27 J, avec TGFa., voir têtes de 
flèches). 
2. L'activation dépendante de la Pl3K par le récepteur à l'EGF promeut la 
restitution des monocouches épithéliales gastriques humaines blessées 
2.1 Les voies de signalisation dépendantes de la Pl3K contrôlent la 
migration de cellules épithéliales gastriques 
Dans un premier temps et dans le but de mieux comprendre comment les 
facteurs de croissance régulent la restitution épithéliale gastrique humaine, 
plusieurs voies de signalisation intracellulaires connues pour être associées aux 
réponses aux facteurs de croissance ont été examinées. C'est pourquoi la 
première voie ayant été investiguée a été la cascade de signalisation bien 
connue Ras/MAP Kinase. Pour ce faire, des cellules HGE-17 confluentes ont 
été blessées de façon linéaire à maintes reprises et des lysats cellulaires ont été 
préparés à différents intervalles de temps. Ces extraits ont par la suite été 
incubés en présence d'un anticorps polyclonal spécifique pour la détection des 
isoformes de ERK1/2 retrouvées sous forme phosphorylée et active. En guise 
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Figure 26. Expression des protéines de jonctions de type épithélial dans 
les monocouches de cellules HGE-17 en régénération. Les monocouches de 
cellules HGE-17 confluentes ont été blessées de manière linéaire à plusieurs 
reprises, puis traitées avec de l'hydroxyurée 20 mM, en présence ou en absence 
de TGFa. (50 ng/ml). Les cellules ont été lysées aux différents intervalles de 
temps. 50 µg de lysats cellulaires ont été séparés par SOS-PAGE et les 
protéines ont été analysées par immunobuvardage de type Western. Les 
expériences d'immunobuvardage de type Western révèlent l'expression des 
protéines cadhérine-E (Cad-E), Z0-1 et occludine. Un chargement égal des 
protéines d'une piste à l'autre a été confirmé à l'aide de la kératine-18. 
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de contrôle, correspondant au temps zéro dans nos expériences, des cellules 
confluentes n'ayant subi aucune blessure ont été lysées directement dans le 
pétri de culture. Tel qu'illustré à la Figure 28 (A et B), les activités de ERK1/2 
enregistrées dans les monocouches de cellules HGE-17 au temps zéro ont 
augmenté après seulement 5 minutes suivant l'induction d'une blessure 
épithéliale, cette activité demeurant soutenue pour une période d'au moins 6 
heures. De plus, il est important de mentionner que l'addition du facteur de 
croissance TGFa a quant à elle augmenté la magnitude de l'activation de 
ERK1/2. 
Comme les facteurs de croissance sont également pour déclencher l'activation 
de la voie de signalisation de la Pl3K, nous avons analysé l'effet de l'induction 
d'une blessure épithéliale gastrique sur l'activation de la kinase Akt, un effecteur 
de cette voie. Tel qu'illustré à la Figure 28A (panneau de gauche), l'utilisation 
d'un anticorps polyclonal spécifique à la détection d'Akt sous forme phosphorylée 
et active a permis de démontrer que l'induction d'une blessure épithéliale 
augmente significativement les niveaux de phosphorylation d'Akt après 
seulement une période d'incubation de 15 minutes, cette activation restant 
soutenue pour une période d'au moins 16 heures. Encore une fois, l'addition de 
TGFa a stimulé la stimulation d'Akt, mais cette fois-ci a diminué la durée de la 
phosphorylation de la kinase à environ 8 heures (Fig. 28, A et B). 
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Figure 27. Expression et localisation de la cadhérine-E dans des 
monocouches de cellules HGE-17 en régénération. Les monocouches de 
cellules HGE-17 ont été blessées et fixées à la formaldéhyde après 40 heures 
suivant l'induction de la blessure. Les cellules ont par la suite été incubées avec 
l'anticorps primaire dirigé contre la cadhérine-E, puis avec l'anticorps secondaire 
conjugué au FITC. L'expression et la localisation de la cadhérine-E ont été 
observées dans des monocouches de cellules HGE-17, 40 heures suivant une 
blessure. (A-D) A faible et à moyen grossissement, l'expression de la cadhérine-
E est principalement associée avec les contacts cellule-cellule dans les contrôles 
(A, E) et en présence d'IGF-1 (100 ng/ml) (D, H). La densité du marquage 
diminue en présence des facteurs de croissance stimulant l'étalement 
cytoplasmique : TGFa (50 ng/ml) (8, F) et HGF (20 ng/ml) (C, G). (1, J) A plus 
fort grossissement, la cadhérine-E est principalement associée avec les contacts 
cellule-cellule dans les cellules contrôles en régénération et est redistribuée vers 
une localisation intracellulaire dans les cellules bordant la blessure (1, 
astérisque). Un traitement au TGFa réduit davantage le marquage et cause la 
disparition de la cadhérine-E dans certaines cellules aplaties (J, pointes de 
flèches blanches). Les flèches rayées indiquent la direction de la migration dans 
toutes les images situées dans les panneaux horizontaux. Barres, 50 µM. 
113 
114 
Dans le but d'investiguer l'importance de la Pl3K et des ERK1/2 dans la 
restitution épithéliale gastrique humaine, l'impact de l'inhibition pharmacologique 
de ces deux voies de signalisation a été évalué sur la migration de monocouches 
de cellules HGE-17, en présence ou en absence du facteur de croissance TGFa. 
L'inhibition de l'activité de la Pl3K à l'aide du L Y294002 a aboli les niveaux de 
phosphorylation d'Akt (Fig. 298) et a résulté en une diminution marquée de la 
migration des cellules HGE-17 en condition basale ou suivant une stimulation au 
TGFa (Fig. 29, A et B). Il est également intéressant de noter que l'incubation 
des cellules HGE-17 avec l'inhibiteur de la Pl3K au cours de la première heure 
seulement suivant l'induction d'une blessure a été suffisante pour réduire de 
manière significative la migration cellulaire basale, indiquant ainsi une implication 
précoce de la P13K dans le processus de restitution épithéliale (Fig. 298, 
graphique de gauche). L'implication de la Pl3K a également été supportée par la 
démonstration que l'addition du L Y294002 a fortement inhibé la phosphorylation 
d'Akt (Fig. 298, graphique de gauche). De façon contraire, l'inhibition de la voie 
de signalisation MEK/ERK1/2 (PD98059) n'a eu aucun effet significatif sur la 
migration des cellules HGE-17 en condition basale ou stimulée au TGFa (Fig. 
29, A et 8) et ce, malgré le fait que l'addition du PD98059 a bel et bien été en 
mesure d'inhiber la phosphorylation de ERK1/2 (Fig. 298). 
Par la suite, la possibilité que la stimulation des voies de signalisation 
dépendantes de la Pl3K par elle-même soit suffisante pour le déclenchement de 
la migration des cellules gastriques humaines a été vérifiée en traitant les 
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Figure 28. Rôle de la Pl3K et des MAP Kinases ERK1/2 dans la restitution 
des cellules épithéliales gastriques humaines. A, Les monocouches de 
cellules HGE-17 confluentes ont été blessées de manière linéaire à plusieurs 
reprises, puis traitées avec de l'hydroxyurée 20 mM, en présence ou en absence 
de TGFa (50 ng/ml). Les cellules ont été lysées aux différents intervalles de 
temps. 50 µg de lysats cellulaires ont été séparés par SOS-PAGE et les 
protéines ont été analysées par immunobuvardage de type Western dans le but 
de déterminer les niveaux d'expression d'Akt et de ERK1/2 sous-forme totales et 
phosphorylées. Les niveaux de phosphorylation de ERK1/2 ont été analysés à 
l'aide d'un anticorps reconnaissant spécifiquement ERK1/2 phosphorylés sur la 
thréonine 202 et sur la tyrosine 204 (phospho-ERK1/2). La phosphorylation 
d'Akt a été analysée à l'aide d'un anticorps reconnaissant spécifiquement Akt 
phosphorylé sur la sérine 473. B, Analyses densitométriques des expériences 
d'immunobuvardage de type Western effectuées en A. Les résultats sont la 
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cellules avec un composé synthétique membrane-perméable de Ptdlns(3,4,5)P3, 
un des produits lipidiques de la Pl3K agissant comme un second messager. Tel 
que démontré à la Figure 29C, le Ptdlns(3,4,5)P3 a stimulé la migration des 
cellules HGE-17 par 235 % après 40 heures, une stimulation qui est comparable 
à celle observée suivant un traitement au facteur de croissance TGFcx.. 
Finalement, puisque les cellules HGE-17 sont dérivées de la lignée cellulaire de 
carcinome gastrique humaine NCl-N87 (Chailler et Ménard, 2005), il était 
extrêmement important de valider les résultats décrits ci-dessus au niveau d'un 
modèle de cellules épithéliales gastriques humaines normales. Le rôle de la 
Pl3K dans la régulation de la migration de cellules épithéliales gastriques 
humaines a ainsi été examiné dans les cultures primaires de cellules épithéliales 
gastriques humaines. Tel qu'attendu, l'inhibition de l'activité de la Pl3K avec le 
L Y294002 a atténué fortement la migration cellulaire en présence ou en absence 
de TGFcx. (Fig. 290). Par conséquent, l'utilisation de cultures primaires a 
clairement confirmé l'importance prépondérante de la Pl3K sur la migration 
cellulaire épithéliale gastrique humaine et validé la lignée cellulaire HGE-17 
comme modèle d'étude. 
2.2 La signalisation via le récepteur à l'EGF (EGFR) est nécessaire à 
la migration cellulaire gastrique en condition basale et stimulée au 
TGFcx. 
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Figure 29. La signalisation via la Pl3K est nécessaire pour la migration 
cellulaire gastrique basale ou stimulée au TGFa. A, Les cellules HGE-17 
confluentes ont été blessées et traitées avec 20 mM d'hydroxyurée, en présence 
ou en absence de TGFa (50 ng/ml). Dans certaines expériences, les cellules ont 
aussi été traitées aux temps indiqués avec 20 µM de PD98059 ou 5 µM de 
L Y294002. Après 40h, le mouvement du feuillet épithélial cohérent à travers la 
marge de la blessure (flèche noire) peut être observé. Des images 
représentatives de microscopie à contraste de phase sont montrées. Barres, 
200 µM. B, Une quantification de quatre différentes expériences est montrée 
(graphiques). Les cellules ont été lysées suivant une blessure en présence de 
PD98059 (20 µM) ou de L Y294002 (5 µM) et les protéines ont été analysées par 
immunobuvardage pour déterminer les niveaux d'expression d'Akt et de ERK1/2 
sous-forme totales et phosphorylées. C, Les cellules HGE-17 nouvellement 
confluentes ont été blessées et traitées avec 20 mM d'hydroxyurée, en présence 
ou en absence de Ptdlns (3,4,5) P3 (10 mM) ou de TGFa (50 ng/ml). Après 40h, 
le nombre de cellules ayant migré à travers la marge de la blessure a été 
compté. D, Les cultures primaires de cellules épithéliales gastriques humaines 
ont été blessées et traitées avec du TGFa 50 ng/ml, en présence ou en absence 
de LY294002 (5 µM). La restitution a été déterminée après 40h en tant que le 
pourcentage de variation du nombre de cellules ayant traversé la blessure en 
comparaison aux contrôles. Les résultats sont la moyenne±erreur standard d'au 
moins 3 différentes expériences. Les astérisques indiquent une différence 
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Dans les expériences contrôles effectuées dans des conditions réduites en 
sérum (conditions basales), le nombre de cellules en migration ayant traversé la 
marge de la blessure s'est avéré être extrêmement significatif (Fig. 29, A et B). 
Puisque le TGFa a été montré comme étant le plus puissant stimulateur de la 
régénération épithéliale gastrique humaine in vitro (Tétreault et al., 2005) et que 
l'EGFR a été impliqué dans l'induction de la migration cellulaire de plusieurs 
types de cellules épithéliales (Black et al., 2004; Puddicombe et al., 2000; 
Tarnawski et al., 2001; Wells, 1999), nous avons par conséquent examiné 
comment l'EGFR était activé dans des conditions basales (faibles concentrations 
de sérum) suivant l'induction d'une blessure. Pour ce faire, des cellules HGE-17 
ont été blessées de façon linéaire à plusieurs reprises et les extraits ont par la 
suite été préparés à différents intervalles de temps. Ces extraits ont ensuite été 
incubés en présence d'un anticorps polyclonal reconnaissant la forme 
phosphorylée de l'EGFR au niveau de la Tyr1068, un site d'autophosphorylation 
majeur suivant l'activation du récepteur par ses ligands extracellulaires (Rojas et 
al., 1996). Tel qu'illustré à la Figure 30A, suivant une blessure dans des 
conditions basales, l'EGFR est rapidement activé, avec un pic de stimulation 
maximal observé après 5 minutes. Dans le but de vérifier si l'activation du 
récepteur est essentielle à la migration des cellules gastriques, un inhibiteur de la 
kinase EGFR, le PD153035, a été ajouté aux monocouches épithéliales 
blessées. Cet inhibiteur largement utilisé dans la littérature (Flores-Benitez et al., 
2007; Moiseeva et al., 2007; Sharma et al., 2005; Nielsen et al., 2003) a été 
rapporté pour être très spécifique pour l'inhibition de la tyrosine kinase EGFR 
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Figure 30. La signalisation via l'EGFR est nécessaire pour la migration 
cellulaire gastrique basale ou stimulée au TGFa. A, Les cellules HGE-17 
confluentes ont été blessées linéairement et lysées après 0.5, 1, 2.5 et 15 
minutes. 1 OO µg de lysats cellulaires ont été séparés par SOS-PAGE et les 
protéines ont été analysées par immunobuvardage de type Western pour 
déterminer les niveaux d'expression de l'EGFR sous forme totale et 
phosphorylée sur la tyrosine 1068. B, Les cellules HGE-17 ont été blessées et 
traitées avec 20 mM d'hydroxyurée, avec ou sans 50 ng/ml de TGFa et en 
présence ou en absence de P0153035 (10 µM) ou de l'anticorps neutralisant 
dirigé contre l'EGFR LA-1 (10 µg/ml). Après 40 heures, le nombre de cellules 
ayant traversé la blessure a été compté. C, Les cellules HGE-17 ont été 
blessées linéairement, traitées avec 20 mM d'hydroxyurée, avec ou sans 50 
ng/ml de TGFa et avec ou sans P0153035 (10 µM) ou l'anticorps neutralisant 
LA-1 (10 µg/ml). Les cellules blessées ont été lysées après 1h, les membranes 
ont été enrichies par ultracentrifugation et 1 OO µg de lysats cellulaires ont été 
séparés par SOS-PAGE. Les protéines ont été analysées par immunobuvardage 
de type Western pour déterminer les niveaux d'expression de l'EGFR sous forme 
totale et phosphorylée tel que décrit en A D, L'expression de l'ARNm des 
isoformes a et p du POGR a été examinée dans les cellules épithéliales 
d'estomac fœtal humain de 19 semaines et dans les cellules HGE-17 et HGE-20 
par RT-PCR. Les cellules mésenchymateuses intestinales (HIM) et gastriques 
(HGM) humaines ont été utilisées comme contrôles positifs pour l'expression des 
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(Fig. 30C) et aussi, à un plus faire degré, à son récepteur étroitement relié 
HER2/neu (Bos et al. 1997). Tel que montré à la Figure 30B, l'inhibition de la 
kinase EGFR a aboli de façon marquée la migration cellulaire en condition 
basale et suivant un traitement au TGFa.. En guise d'expérience additionnelle 
permettant d'évaluer l'implication de l'EGFR, l'anticorps neutralisant LA-1 a aussi 
été utilisé dans le cadre de cette étude. Cet anticorps, qui se lie au domaine 
extracellulaire de la molécule EGFR et prévient la liaison de ses ligands sans 
toutefois altérer l'activité kinasique du récepteur, a été très bien caractérisé et 
fortement utilisé par plusieurs groupes de recherche (Block et al., 2004; Lambert 
et al., 2006; Buchanan et al., 2003; Al Mustafa et al., 1999). Tel qu'illustré à la 
Figure 308, l'ajout de l'anticorps a complètement bloqué l'effet stimulateur du 
TGFa. sur la migration cellulaire gastrique et sur la phosphorylation de l'EGFR au 
niveau de la Tyr1068 (Fig. 30C). Toutefois, à notre grande surprise, le blocage de 
l'interaction ligand-récepteur à l'aide de l'anticorps neutralisant dirigé contre 
l'EGFR n'a pas altéré significativement la migration cellulaire en condition basale 
ou l'activation d'Akt suivant l'induction d'une blessure (Fig. 30B, 31 B). De façon 
contraire, l'addition du PD153035 a complètement abrogé la migration basale et 
l'activation d'Akt observées suivant l'induction d'une blessure dans des 
monocouches de cellules HGE-17 (Fig. 30B, 31A). Bien que le PD153035 est 
connu pour être spécifique à l'EGFR (IC50=14nM), il a aussi été rapporté que 
celui-ci pouvait inhiber le récepteur du PDGF (IC50=5µM) (Bos et al., 1997). Afin 
de s'assurer de l'effet spécifique du PD153035 au niveau de l'EGFR, 
l'expression de l'ARNm du récepteur au PDGF (PDGFR) dans les cellules 
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Figure 31. La transactivation intracellulaire de l'EGFR est nécessaire pour 
l'activation de Pl3K/Akt. A-B, Les monocouches de HGE-17 confluentes ont 
été blessées linéairement à maintes reprises et lysées après différents intervalles 
de temps en présence ou en absence de PD153035 (10 µM) ou de l'anticorps 
neutralisant dirigé contre l'EGFR LA-1 (10 µg/ml). 50 µg de lysats cellulaires ont 
par la suite été séparés par SOS-PAGE et les protéines ont été analysées par 
immunobuvardage de type Western pour déterminer les niveaux d'expression 
d'Akt sous forme totale et phosphorylée, tel que décrit à la Figure 28A. 
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épithéliales gastriques a été vérifiée par RT-PCR. Tel qu'illustré à la Figure 
300, les isoformes a et ~ du PDFGR ne sont pas exprimés dans les cellules 
HGE-17, HGE-20 et dans l'épithélium gastrique humain, contrairement aux 
cellules mésenchymateuses intestinales et gastriques humaines. L'ensemble de 
ces données suggère donc que l'activation de l'EGFR est centrale dans la 
régulation de ce processus responsable de l'induction du mouvement cellulaire 
épithélial gastrique suivant le relâchement de contraintes spatiales, à la fois en 
absence ou en présence des ligands exogènes EGFfTGFa. 
2.3 Rôle de pp60c-src dans la transactivation de l'EGFR et dans la 
restitution épithéliale gastrique 
L'observation que l'anticorps LA-1 a bloqué les effets du TGFa exogène sans 
toutefois altérer à la fois la phosphorylation de l'EGFR (Fig. 30C), l'activation 
d'Akt ou encore le nombre de cellules ayant traversé la marge de la blessure 
dans les conditions basales, nous indique que la transactivation de l'EGFR 
survient par un mécanisme intracellulaire plutôt que via la liaison extracellulaire 
d'un ligand (Buchanan et al., 2003; Pai et al., 2002). Plusieurs études effectuées 
sur de lignées cellulaires ont rapporté que l'activation de pp60c-src est impliquée 
dans la transactivation de l'EGFR via les récepteurs couplés aux protéines G et 
les intégrines (Buchanan et al., 2003; Moro et al., 2002; Waters et al., 2004). Par 
conséquent, l'activité pp60c-src a été établie en effectuant un essai kinasique 
d'autophosphorylation in vitro à différents intervalles de temps après l'induction 
d'une blessure épithéliale en conditions basales. L'activité de pp60c-src a été 
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analysée dans les essais kinasiques d'autophosphorylation à l'aide d'un 
anticorps spécifique à ce membre de la famille Src. Tel que démontré à la 
Figure 32A, le plus fort signal d'autophosphorylation de l'activité pp60c-src 
immunoprécipitée a été observé après 1 minute suivant la blessure des cellules 
HGE-17 confluentes. Nous avons par la suite vérifié comment l'activité pp60c-
src est requise pour la migration cellulaire gastrique et l'activation d'Akt. Tel 
qu'illustré à la Figure 32 (B et C), les pré-traitements avec le PP2, un inhibiteur 
des différents membres de la famille de tyrosines kinases Src (Hanke et al., 
1996; Keely et Parise, 1996), a complètement empêché la migration cellulaire et 
l'activation d'Akt induites par une blessure en conditions basales. Un traitement 
au PP2 a également fortement inhibé la restitution épithéliale suite à un 
traitement au TGFa (Fig. 328). Dans le but de déterminer si l'activation de Src 
suivant une blessure survient en amont ou en aval de l'EGFR, l'effet du PP2 sur 
la phosphorylation de l'EGFR au niveau de la tyrosine 1068 a été examiné. Le 
pré-traitement des cellules HGE-17 avec le composé PP2 a complètement 
prévenu l'activation de l'EGFR induite suivant une blessure épithéliale (Fig. 320). 
Ces résultats indiquent ainsi que l'induction d'une blessure épithéliale dans des 
conditions réduites en sérum transactive l'EGFR des cellules gastriques de 
manière pp60c-src-dépendante et que cette activation de pp60c-src survient en 
amont de l'EGFR. 
2.4 Rôle des sous-unités a2 et a3 des intégrines dans la restitution 
épithéliale gastrique 
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Figure 32. Rôle de pp&Oc-Src dans la transactivation de l'EGFR et dans la 
restitution épithéliale gastrique. A, Les monocouches de cellules HGE-17 
confluentes ont été blessées linéairement à maintes reprises et lysées après 0.5, 
1 et 2.5 minutes. Les cellules ont par la suite été lysées et 800 µg des lysats ont 
été immunoprécipités avec un anticorps dirigé spécifiquement contre pp60c-src. 
Les niveaux de pp60c-src immunoprécipités ont été analysés par 
immunobuvardage de type Western et l'activité kinase a été démontrée par 
autophosphorylation de la kinase suivie d'une autoradiographie. B, Les 
monocouches de cellules HGE-17 confluentes ont été blessées et incubées en 
présence de 20 mM d'hydroxyurée, en absence (DMSO) ou en présence de 
TGFa., ou en absence ou en présence de PP2 (5 µM). Après 40h, la restitution 
épithéliale a été déterminée en tant que le pourcentage de variation du nombre 
de cellules ayant traversé la blessure en comparaison aux contrôles. Les 
résultats sont la moyenne±erreur standard d'au moins 3 différentes expériences. 
Les astérisques indiquent une différence significative en comparaison aux 
contrôles (DMSO), *P<0.05. C-0, Les monocouches de cellules HGE-17 
confluentes ont été blessées de manière linéaire à plusieurs reprises, puis 
traitées avec de l'hydroxyurée (20 mM), en présence ou en absence de PP2 (5 
µM). 1 OO µg de lysats cellulaires ont par la suite été séparés par SOS-PAGE et 
les protéines ont été analysées par immunobuvardage de type Western pour 
déterminer les niveaux d'expression de l'EGFR sous forme totale et 
phosphorylée en (0) et d'Akt en (C). 
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Il est possible que l'événement initiateur de l'induction de la migration du feuillet 
épithélial gastrique dans notre système soit l'interaction des récepteurs de la 
surface cellulaire avec les éléments de la matrice extracellulaire. Les intégrines 
sont des candidats potentiels en tant que récepteurs pouvant interagir avec la 
matrice extracellulaire. De plus, l'activation du récepteur de l'EGF médiée par 
les intégrines a été rapportée pour survenir par un mécanisme intracellulaire 
n'impliquant pas la production de ligands extracellulaires (Moro et al., 2002). 
Notre récente observation que l'expression de l'intégrine a2P 1 est importante 
dans le maintien eUou la différenciation des cellules principales gastriques 
humaines (Basque et al., 2002) nous a incité a vérifier l'implication potentielle de 
cette intégrine dans la restitution épithéliale gastrique. Ainsi, nous avons 
effectué des essais de neutralisation des sous-unités a2 et p 1 des intégrines 
dans des monocouches de cellules HGE-17 blessées. Tel qu'illustré à la Figure 
33, l'addition d'un anticorps neutralisant (10 µg/ml) dirigé contre la sous-unité a2 
ou contre la sous-unité p1 (10 µg/ml) des intégrines a inhibé significativement la 
migration cellulaire induite par une blessure. L'implication potentielle de la sous-
unité a3 des intégrines, qui a été démontrée pour se lier à la laminine-5 {Teller et 
Beaulieu, 2001) et pour réguler la migration cellulaire intestinale et des 
kératinocytes (Chroma et al., 2004; Frank et Carter, 2004), a également été 
évaluée. Tel que démontré à la Figure 33, l'addition d'un anticorps neutralisant 
(10 µg/ml) dirigé contre la sous-unité a3 des intégrines a diminué 
significativement le nombre de cellules ayant traversé la blessure. Par 
conséquent, l'utilisation des anticorps neutralisants a démontré l'importance des 
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Figure 33. Rôle des sous-unités a2, a3 et J31 des intégrines dans la 
restitution épithéliale gastrique. Les cellules HGE-17 confluentes ont été 
blessées, incubées dans du FBS 0, 1 %, en présence de 20 mM d'hydroxyurée et 
incubées en absence ou en présence d'anticorps neutralisants dirigés contre les 
sous-unités a2 (5 µg/ml), a3 (5 µg/ml) et p1 (10 µg/ml). Après 40 heures, le 
nombre de cellules ayant traversé la blessure a été compté. 
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intégrines a2P 1 et a3p 1 dans la restitution des cellules épithéliales gastriques 
humaines. 
2.5 L'activation des effecteurs en aval de la P13K Akt, p70S6K et ILK 
module la migration cellulaire gastrique induite par une blessure 
Le Ptdlns{3,4,5)P3 est un des produits lipidiques de la Pl3K agissant comme site 
d'ancrage pour un sous-groupe de protéines possédant un domaine d'homologie 
à la pleckstrine (PH) (Downes et al., 2005; Wymann et Marone, 2005). Parmi 
ces protéines, on retouve PDK1 (phosphoinositide dependent-kinase 1 ), une 
kinase qui régule l'activation d'Akt et d'ILK (integrin-linked kinase). A son tour, 
Akt contrôle plusieurs enzymes critiques pour la division cellulaire et la survie, 
incluant mTOR (mamalian target of rapamycin), qui active à son tour la p70S6K 
(p70 ribosomal 86 kinase). Ces deux enzymes sont reconnues pour réguler 
entre autres la synthèse protéique (Kozma et Thomas, 2002). Dans le but de 
déterminer comment l'activation d'Akt contribue à la restitution de monocouches 
de cellules HGE-17 blessées, une population de cellules HGE-17 exprimant de 
manière stable un variant myristylé d'Akt (myrAkt) a été établie par la 
transduction d'un vecteur rétroviral dans les cellules. Akt sous forme myristylée 
est localisé à la membrane indépendamment de la voie Pl3K et est 
constitutivement actif (Li et al., 2000). De façon parallèle, une population de 
cellules HGE-17 exprimant une forme d'Akt de type sauvage non myristylée 
(wtAkt) a aussi été établie. Tel qu'illustré à la Figure 34, les deux différents 
variants d'Akt sont exprimés fortement dans les cellules HGE-17. Des 
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Figure 34. Rôle de la kinase Akt dans la restitution épithéliale gastrique. 
Des populations de cellules HGE-17 surexprimant de manière stable un vecteur 
vide (pLPCX), Akt de type sauvage (wtAkt) et Akt sous forme myristylée (myrAkt) 
ont été générées suite à une infection rétrovirale et à un processus de sélection. 
Les monocouches de chaque population cellulaire ont été blessées en présence 
de 20 mM d'hydroxyurée. Après 40 heures, le nombre de cellules ayant traversé 
la blessure a été compté. Les résultats sont la moyenne±erreur standard d'au 
moins 3 différentes expériences. Les astérisques indiquent une différence 
significative en comparaison aux contrôles (pLPCX), *P<0.05. 
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monocouches confluentes de chacune des populations cellulaires ont été 
subséquemment blessées et les cinétiques de migration ont été analysées. Tel 
que démontré à la Figure 34, ni la surexpression de wtAkt ou de myrAkt n'a 
accéléré la migration cellulaire en comparaison à la surexpression du vecteur 
rétroviral vide, indiquant qu'Akt ne stimule pas la migration des cellules 
épithéliales gastriques humaines. 
Dans le but de déterminer comment l'activation de la voie mTOR/p70S6K est 
impliquée dans la régulation de la migration cellulaire gastrique humaine, les 
cellules confluentes ont été incubées en présence de rapamycine (inhibiteur de 
mTOR) et ses effets ont été analysés sur la migration cellulaire suivant 
l'induction d'une blessure en condition basale. Tel qu'illustré à la Figure 35A, un 
pré-traitement des cellules HGE-17 avec la rapamycine a inhibé significativement 
la migration cellulaire induite par une blessure de 28%, suggérant ainsi 
l'implication de la voie mTOR/p70S6K dans la restitution épithéliale gastrique 
humaine. Dans le but d'établir si la Pl3K et mTOR/p70S6K agissent sur une voie 
commune ou via des voies parallèles, l'effet du L Y294002 a été évalué dans des 
cellules dans lesquelles la voie mTOR/p70S6K était également inhibée. Tel 
qu'illustré à la Figure 35A, la combinaison du L Y294002 avec la rapamycine a 
diminué davantage le nombre de cellules ayant traversé la blessure et ce, à un 
niveau comparable à celui observé en présence du L Y294002 seulement. De 
plus, les niveaux de phosphorylation des résidus Thr 389 et Thr421/Ser424 de la 
p70S6K déterminés jusqu'à 4 heures suivant l'induction d'une blessure ont 
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Figure 35. Rôle de la kinase p70S6K dans la restitution épithéliale 
gastrique. A, Les cellules HGE-17 nouvellement confluentes ont été blessées 
et traitées avec 20 mM d'hydroxyurée, sans (DMSO) ou avec 25 nM de 
rapamycine, 5 µM de L Y294002 ou 25 nM de rapamycine + 5 µM de L Y294002. 
La restitution a été déterminée après 40h en tant que le pourcentage de variation 
du nombre de cellules ayant traversé la blessure en comparaison aux contrôles. 
Les résultats sont la moyenne±erreur standard d'au moins 3 différentes 
expériences. Les astérisques indiquent une différence significative en 
comparaison aux contrôles (DMSO), *P<0.05. B, Les monocouches de cellules 
HGE-17 confluentes ont été blessées linéairement à maintes reprises et lysées 
à différents intervalles de temps avec ou sans 5 µM de L Y294002. 50 µg de 
lysats cellulaires ont été séparés par SOS-PAGE et les protéines ont été 
analysées par immunobuvardage de type Western dans le but de déterminer les 
niveaux d'expression et de phosphorylation de la p70S6K. Les résultats sont la 
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été inhibés en présence du LY294002, supportant davantage l'observation que la 
p70S6K est dépendante de l'activité de la P13K (Fig. 358). 
Finalement, le rôle potentiel de l'ILK sur la restitution épithéliale gastrique a aussi 
été investigué. Pour ce faire un siRNA synthétique commercial a été transfecté 
dans les cellules HGE-17, de façon à pouvoir inhiber la synthèse protéique d'ILK. 
Un siRNA synthétique commercial a également été utilisé comme contrôle. Tel 
que montré à la Figure 36A, les cellules transfectées avec un siRNA ciblant ILK 
présentent une forte réduction de la synthèse protéique d'ILK, à l'opposition des 
cellules transfectées avec un siRNA contrôle. La quantification de trois 
expériences indépendantes a indiqué que l'expression d'ILK est réduite par 84% 
dans les cellules transfectées avec le siRNA dirigé contre ILK. Ce siRNA a 
subséquemment été utilisé pour déterminer de quelle manière une expression 
réduite d'ILK peut affecter la migration des cellules HGE-17. Les monocouches 
.confluentes de cellules HGE-17 transfectées avec le siRNA dirigé contre ILK ont 
été blessées et le nombre de cellules ayant traversé la blessure a été déterminé 
après 24 heures. Tel qu'illustré à la Figure 36A, la diminution de l'expression 
d'ILK a diminué la migration cellulaire induite par une blessure de 33%, en 
comparaison aux cellules transfectées avec un siRNA contrôle. L'addition du 
LY294002 aux cellules HGE-17 exprimant un siRNA dirigé contre ILK a inhibé le 
nombre de cellules ayant traversé la blessure à un niveau comparable à celui 
observé en présence du L Y294002 seulement. De plus, l'induction de l'activité 
kinase d'ILK observée jusqu'à 4 heures suivant l'induction d'une blessure a été 
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Figure 36. Rôle de la kinase ILK dans la restitution épithéliale gastrique. A, 
Les cellules ont été nucléofectées avec un siRNA contrôle ou un siRNA dirigé 
contre ILK. Cinq jours suivant la nucléofection, un premier groupe de cellules 
confluentes a été lysé. Par la suite, les lysats cellulaires ont été séparés par 
SOS-PAGE et les protéines analysées par immunobuvardage de type Western 
pour déterminer les niveaux d'expression d'ILK et de la kératine-18. Un second 
groupe de cellules confluentes a été blessé et traitées avec 20 mM 
d'hydroxyurée, en absence ou en présence de 5 µM de L Y294002. Après 40h, 
la restitution épithéliale a été déterminée en tant que le pourcentage de variation 
du nombre de cellules ayant traversé la blessure en comparaison aux contrôles. 
B, Les monocouches de cellules HGE-17 confluentes ont été blessées 
linéairement à maintes reprises et lysées à différents intervalles de temps avec 
ou sans 5 µM de L Y294002. Les lysats cellulaires ont été immunoprécipités 
avec un anticorps spécifique à l'ILK et l'actvité kinase a été démontrée par la 
phosphorylation de la MBP (myelin basic protein). Les résultats sont la 
moyenne±erreur standard d'au moins 3 différentes expériences. Les astérisques 
indiquent une différence significative en comparaison aux contrôles 
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significativement inhibée en présence du L Y294002 (Fig. 368), supportant 
encore plus l'observation que l'activation d'ILK est dépendante de l'activité de la 
Pl3K. 
2.6 Impact des inhibiteurs pharmacologiques sur la viabilité cellulaire 
Bien qu'aucune fragmentation nucléaire ou encore qu'aucun détachement 
cellulaire n'aient été observés suivant l'utilisation de tous les inhibiteurs 
pharmacologiques spécifiques servant à l'identification des voies de signalisation 
intracellulaires impliquées dans la migration cellulaire gastrique (résultats non 
montrés), deux méthodes quantifiant le degré d'apoptose soit l'essai TUNEL et la 
mesure de l'activité de la caspase-3 ont été utilisées dans le cadre de cette 
étude afin d'éliminer tout doute possible quant aux effets spécifiques des 
inhibiteurs sur les voies de signalisation étudiées. Tel qu'il est clairement illustré 
à la Figure 37 (A et B), les niveaux d'apoptose retrouvés sont faibles et 
comparables, que ce soit dans les cellules incubées en présence ou en absence 
des inhibiteurs pharmacologiques. Par conséquent, ces observations excluent 
une interférence potentielle de la mort cellulaire avec les voies de signalisation 
intracellulaires identifiées suivant l'induction d'une blessure épithéliale gastrique 
humaine. 
3. L'EGFR, la Pl3K et l'intégrine cx3(31 sont requis pour l'étalement des 
feuillets épithéliaux au cours de la restitution épithéliale gastrique 
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Figure 37. Analyse de la viabilité des cellules HGE-17 en présence de 
DMSO, LY294002, PP2, PD153035, génistéine et cytochalasine D. A~ Les 
cellules HGE-17 confluentes ont été blessées et traitées avec 20 mM 
d'hydroxyurée, en présence ou en absence de DMSO (0, 1 %) ou de L Y294002 (5 
µM) ou de PP2 (5 µM) ou de PD153035 (10 µM) ou de cytochalasine D (1 µM) + 
génistéine (200 µM). Les flèches indiquent le site de la blessure. Après 40 
heures, les cellules ont été fixées avec de la formaldéhyde et perméabilisées 
avec 0, 1 % de Triton avant de procéder aux marquages ISEL servant à la 
détection des noyaux apoptotiques. Les images représentatives de fluorescence 
sont montrées. Barres, 50 µm. B, Les cellules HGE-17 confluentes ont été 
blessées et traitées avec 20 mM d'hydroxyurée, en présence ou en absence de 
DMSO (0,1%) ou de LY294002 (5 µM) ou de PP2 (5 µM) ou de PD153035 (10 
µM) ou de cytochalasine D (1 µM) + génistéine (200 µM). Les cellules ont été 
lysées et l'activité protéase de la caspase-3 a été effectuée par un dosage 
spectrofluorométrique tel que décrit dans la section matériel et méthodes. Les 
variations de l'activité de la caspase-3 ont été estimées relatives à l'activité du 
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Jusqu'à présent, le modèle de microblessure nous a permis l'identification et la 
caractérisation des voies de signalisation intracellulaire impliquées dans la 
modulation de la restitution épithéliale gastrique, un processus combinant 
l'étalement et la migration cellulaire. Les données concernant la caractérisation 
des événements cellulaires et moléculaires impliqués dans le contrôle spécifique 
de l'étalement cellulaire sont très limitées. Jusqu'à maintenant, quelques études 
effectuées sur des monocouches de cellules épithéliales intestinales (Florian et 
al., 2002; Russo et al., 2005; Lotz et al., 2000) ou sur des épidermes 
embryonnaires (Martin et Lewis, 1992) ont rapporté qu'il était possible de 
différencier l'étalement de la migration cellulaire en utilisant une méthode de 
micro-blessure in vitro. Comme jusqu'à ce jour il n'existe aucune donnée 
concernant l'étalement des cellules épithéliales gastriques, nous avons entrepris 
d'adapter ce modèle de micro-blessure au niveau des cellules HGE-17 dans le 
but de discriminer les facteurs de croissance et les voies de signalisation qui sont 
spécifiquement impliqués dans le processus d'étalement versus la migration. 
3.1 Dynamique d'étalement cellulaire 
Dans un premier temps, la validité du modèle de blessure par aspiration au 
niveau des feuillets épithéliaux gastriques humains a été évaluée en effectuant 
une micro-blessure au niveau des cellules HGE-17 par aspiration d'une 
monocouche cohérente à l'aide d'une aiguille préalablement fixée à l'extrémité 
d'une seringue, suivie d'une incubation en présence de 20 mM d'hydroxyurée. 
Avant de se lancer dans une vaste série d'expériences, la mesure de la surface 
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maximale de la zone dénudée requise pour induire uniquement l'étalement 
cellulaire suivant une blessure a été déterminée par l'analyse de la présence de 
structures migratoires à la marge de la blessure en utilisant un marquage de 
l'actine-F à l'aide de la phalloïdine-FITC. Ainsi, le diamètre initial maximal requis 
pour induire uniquement de l'étalement dans les monocouches de cellules HGE-
17 s'est situé à 300 µm (résultat non montré). C'est pourquoi le diamètre initial 
des micro-blesssures examinées dans le cadre de cette étude a été établi à 75-
1 OO µm. Dans un deuxième temps, la capacité d'étalement des feuillets 
épithéliaux gastriques humains suite à l'induction d'une micro-blessure a été 
évaluée en condition basale (FBS 0,1%). Des images de la progression de la 
fermeture de la blessure ont été prises à des intervalles réguliers de deux heures 
jusqu'à la fermeture complète de la micro-blessure. Le diamètre des blessures 
aux différents intervalles de temps a été mesuré et ces valeurs ont été 
comparées avec la mesure du diamètre initial et c'est ainsi que le pourcentage 
de fermeture de la micro-blessure a été déterminé pour chaque intervalle de 
temps. La Figure 38 illustre la réponse des cellules HGE-17 nouvellement 
confluentes suivant l'induction d'une micro-blessure dans des conditions réduites 
en sérum (conditions basales). En absence de facteurs de croissance 
exogènes, le temps de fermeture moyen des blessures s'est situé à environ 14 
heures (Fig. 38H et Fig. 41). La séquence des événements impliqués dans la 
fermeture des blessures en condition basale a été par la suite analysée. Tout 
d'abord, après 4 heures suivant l'induction de la blessure, un anneau de 
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Figure 38. Séquences d'événements survenant durant la fermeture des 
blessures des monocouches de cellules HGE-17. Les cellules HGE-17 
nouvellement confluentes ont été blessées par aspiration à l'aide d'une aiguille, 
puis traitées avec 20 mM d'hydroxyurée. Le processus de fermeture de la 
blessure a été examiné par microscopie vidéo en temps réel. Le temps indiqué 
dans chacun des panneaux réfère au nombre d'heures écoulées depuis 
l'induction de la blessure. (A) La première image a été prise immédiatement 
suivant l'induction de la micro-blessure. (B) A 30 minutes, une légère rétraction 
de la marge de la blessure peut être observée. (C) Après 2 heures, la rétraction 
cesse et une réduction significative du diamètre de la zone dénudée de la 
blessure est observée. (D) 4 heures suivant l'induction de la blessure, un 
anneau rétractile entourant la blessure est évident (flèches blanches). (E-G) 
Suivant l'apparition de l'anneau rétractile, les cellules bordant la blessure 
commencent à s'allonger et leur surface augmente de deux fois (flèches 
blanches). Au moment où l'anneau rétractile devient moins évident, la formation 
de protrusions telles que des lamelles sont observées à la surface des cellules 
de la marge de la blessure (flèche blanche). (H) Après 14 heures, la blessure 
est complètement refermée. Barres, 50 µM. 
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contraction localisé à la marge de blessure a été observé (Fig. 38D, voir flèches). 
6 heures suivant l'induction de la blessure, des protrusions lamellaires ont 
commencées à être observées dans les cellules bordant la blessure, pour par la 
suite graduellement venir recouvrir entièrement la surface de la blessure en 
restitution. De façon approximative, au même moment, les cellules bordant la 
blessure ont commencé à s'allonger et à augmenter significativement leur 
diamètre d'une proportion d'environ 2 fois. En se basant sur ces observations 
initiales, il apparaît évident que suivant l'induction des micro-blessures une force 
d'attraction est exercée sur les cellules bordant la blessure, les induisant ainsi à 
s'aplatir. De plus, cette force d'attraction semble être initiée principalement par 
la formation d'un anneau de contraction et par la formation de lamelles 
cytoplasmiques à la marge de la blessure en étalement. Par la suite, la 
microscopie électronique à balayage a été utilisée dans le but de détailler 
l'ultrastructure des monocouches de cellules HGE-17 endommagées par une 
micro-blessure (Fig. 40, A et B). En accord avec les observations de 
microscopie vidéo en temps réel, les analyses de la microscopie électronique à 
balayage ont révélé la persistance des contacts cellule-cellule et l'aplatissement 
des cellules bordant la blessure, confirmant ainsi que la fermeture des micro-
blessures survient bel et bien uniquement par étalement cellulaire. De plus, la 
présence d'un anneau de contraction et la formation de lamelles ont été 
observées à la marge de la blessure. Toutefois, il est important de mentionner 
qu'aucune lamellipode n'a été observée durant le processus de fermeture de 
micro-blessure en entier, que ce soit en absence (Fig. 40A) ou en présence (Fig. 
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Figure 39. Séquences d'événements survenant durant la fermeture des 
blessures des monocouches de cellules HGE-17 en présence de TGFa. Les 
cellules HGE-17 nouvellement confluentes ont été blessées par aspiration à 
l'aide d'une aiguille, puis traitées avec 20 mM d'hydroxyurée. Le processus de 
fermeture de la blessure a été examiné par microscopie vidéo en temps réel. Le 
temps indiqué dans chacun des panneaux réfère au nombre d'heures écoulées 
depuis l'induction de la blessure. (A) La première image a été prise 
immédiatement suivant l'induction de la micro-blessure. (B) 2 heures suivant 
l'induction de la blessure, un anneau réfractile entourant la blessure est évident 
(flèches blanches). (C) Au moment où l'anneau réfractile devient moins évident, 
la formation de protrusions telles que des lamelles sont observées à la surface 
des cellules de la marge de la blessure (flèche blanche). (D) Après 6 heures, la 
blessure est complètement refermée. Barres, 50 µM. 
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408) du facteur de croissance TGFa. L'ensemble de ces données confirme 
donc que le modèle de micro-blessure induit uniquement l'étalement cellulaire 
dans les cellules épithéliales gastriques humaines. Par conséquent, ce modèle 
de micro-blessure est valide pour étudier les modulateurs et les voies de 
signalisation intracellulaires impliquées dans l'étalement cellulaire dans le 
contexte d'un épithélium blessé et non de cellules isolées. 
3.2 Les facteurs de croissance exogènes EGF et TGFa sont des 
inducteurs majeurs de l'étalement cellulaire épithélial gastrique 
Les effets de différents facteurs de croissance exogènes sur la capacité 
d'étalement de l'épithélium gastrique humain ont été évalués. Tel qu'illustré à la 
Figure 41, les facteurs de croissance exogènes TGFa et EGF ont été capables 
d'accélérer la réponse d'étalement de monocouches de cellules HGE-17 
blessées. Par exemple, le TGFa et l'EGF, à une concentration de 5 ng/ml, ont 
diminué de façon marquée (7h vs 14h) le temps de fermeture de la blessure en 
comparaison aux conditions contrôles. Le HGF, à des concentrations de 20 
ng/ml, a également accéléré la progression de la fermeture de la blessure et 
s'est avéré être 50% moins efficace en ce qui a trait à la surface recouverte par 
les cellules en étalement en comparaison aux facteurs de croissance 
EGF/TGFa. De façon contraire, l'ajout du facteur de croissance exogène IGF-1 
n'a exercé aucun effet significatif sur l'étalement des monocouches de cellules 
HGE-17 suite à une micro-blessure. Les analyses de microscopie vidéo en 
temps réel ont révélé également que la fermeture des blessures stimulées au 
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Figure 40. Évaluation de la morphologie cellulaire durant l'étalement des 
monocouches de cellules HGE blessées. Des observations ultrastructurales 
des monocouches de cellules HGE-17 ont été réalisées par microscopie 
électronique à balayage, après 6 heures (basal) (A) et 3 heures (TGFa) (B) 
suivant l'induction de la blessure. (A) 6 heures suivant l'induction d'une blessure 
en condition contrôle, des lamelles sont observées à la surface de la majorité 
des cellules bordant la blessure (têtes de flèches). (B) La présence de TGFa (5 
ng/ml) induit de l'étalement cytoplasmique intense (non montré). Après 3 
heures, des protrusions lamellaires sont observées à la surface des cellules 
bordant la blessure à l'endroit où l'anneau rétractile devient de moins en moins 
évident (têtes de flèches). Aucun lamellipode n'a été observé durant le 
processus entier de réparation. Les flèches blanches indiquent la direction de la 
fermeture de la blessure survenant par étalement cellulaire au niveau de chaque 
image. Barres, 50 µM. 
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TGFa implique les mêmes événements morphologiques que ceux observés dans 
les conditions basales (formation d'un anneau de contraction, élongation 
cellulaire et protrusions lamellaires), à l'exception que ces phénomènes 
surviennent beaucoup plus rapidement. En effet, après 2 heures, les blessures 
stimulées au TGFa exhibent déjà un anneau de contraction et par la suite, les 
cellules de la marge de la blessure produisent graduellement des protrusions 
lamellaires. Finalement, après 4 heures, la blessure est entièrement recouverte 
par des lamelles (Fig. 39, voir flèches blanches). 
3.3 Les micro-blessures induites dans des monocouches de cellules 
HGE-17 se referment grâce à la formation d'un anneau de contraction 
d'actine et par la formation de protrusions lamellaires 
L'analyse de la morphologie des cellules HGE-17 blessées suggère fortement 
que l'anneau de contraction observé durant la fermeture d'une micro-blessure, 
en présence ou en absence de TGFa exogène, est un anneau de contraction 
d'actine similaire à ce qui a été observé antérieurement au niveau de d'autres 
modèles cellulaires (Lotz et al. 2000; Martin et Lewis, 1992; Bernent et al., 1993). 
Ces observations suggèrent également l'importance des réarrangements du 
cytosquelette dans le processus de fermeture de blessure accompli uniquement 
par un processus d'étalement cellulaire du feuillet épithélial. Par conséquent, 
une étude plus poussée de l'anneau de contraction d'actine et des lamelles à 
l'aide de la phalloïdine-FITC servant à marquer l'actine-F a été effectuée à 
différents intervalles de temps suivant une blessure (Fig. 42, A-H). 
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Figure 41. Progression de la fermeture de la blessure dans les 
monocouches de cellules HGE-17 en présence de FBS 0, 1 % et de TG Fa, 
EGF, HGF, IGF-1. La fermeture de la blessure a été déterminée par la surface 
recouverte par les cellules en étalement (en%) en fonction du temps (en heures) 
en présence ou en absence de facteurs de croissance. Contrôle (0, 1 % FBS); 
EGF (5 ng/ml); TGFa.(5 ng/ml); HGF (20 ng/ml); IGF-1 (100 ng/ml). Ces résultats 
sont représentatifs de cinq différentes expériences. 
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Immédiatement suivant l'induction d'une blessure, les filaments d'actine sont 
principalement concentrés à la périphérie des cellules (Fig. 42, A et B). Après 4 
heures, les cellules bordantes possèdent une ceinture continue d'actine 
entourant toute la circonférence de la blessure (voir flèches), alors que l'actine-F 
des cellules de la monocouche adjacente à la blessure reste localisée à la 
périphérie de celles-ci (Fig. 42, C et D). Après huit heures, la blessure est 
complètement recouverte par les lamelles (Fig. 42, E et F, voir flèches). A noter 
que le marquage des monocouches blessées avec la phalloïdine-FITC a 
également permis de démontrer la présence d'actine-F à l'intérieur des lamelles 
formées à la marge de la blessure (Fig. 42, F et H). Une distribution similaire de 
l'actine-F a été observée dans les monocouches de cellules HGE-17 blessées en 
présence de TGFa, à l'exception que ces réarrangements du cytosquelette 
surviennent beaucoup plus rapidement que dans les conditions basales. Par 
exemple, l'anneau de contraction d'actine-F a été observé après seulement 2 
heures suivant l'induction de la blessure, alors que la formation de lamelles a 
quant à elle été activée après 4 heures (Fig. 42, G-H). Dans le but de 
complémenter les analyses de la localisation de l'actine-F, la distribution de la 
tubuline-a, une composante des microtubules, a été examinée durant le 
processus de fermeture des micro-blessures. Pour ce faire, un marquage de la 
tubuline-a a été effectué sur de monocouches de cellules HGE-17 blessées à 
différents intervalles de temps. La Figure 43 (A et B) montre la présence de la 
polymérisation des microtubules au niveau seulement des lamelles 
cytoplasmiques des cellules localisées à la marge de la blessure et ce, après 8 
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Figure 42. Évaluation de la morphologie cellulaire par un marquage de 
l'actine-F. Les variations phénotypiques ont été observées dans les 
monocouches de cellules HGE-17 en étalement après l'induction d'une micro-
blessure, en absence (A-F) ou en présence (G, H) de TGFa (5 ng/ml). Les 
monocouches de cellules HGE-17 ont été blessées par aspiration à l'aide d'une 
aiguille et fixées à la formaldéhyde après différents intervalles de temps suivant 
l'induction de la blessure. L'actine-F a été visualisée par fluorescence suite à 
l'utilisation de la phalloidine-FITC. (A, B) Immédiatement après l'induction de la 
blessure, l'actine-F est localisée à la périphérie des cellules. (C, 0) Dans les 
contrôles, après 4 heures suivant l'induction de la blessure, la micro-blessure est 
entourée d'une ceinture continue ou anneau de contraction d'actine (flèches 
blanches). (E, F) Dans les contrôles, après 8 heures suivant l'induction de la 
blessure, les cellules bordantes s'allongent vers la zone dénudée de la blessure 
et exhibent des lamelles à la périphérie de la blessure (flèches blanche). (G) En 
présence de TGFa, après 2 heures, la formation d'un anneau continu d'actine 
(flèches blanches) est observée en circonférence de la blessure. (H) En 
présence de TGFa, après 4 heures, la blessure est entourée de lamelles, celles-
ci étant pointées par les flèches blanches. (B, 0, F) sont des plus forts 









heures. À l'opposé, les expériences d'immunofluorescence ont démontré que la 
tubuline-a reste principalement localisée dans le cytoplasme des cellules de la 
monocouche adjacente à la blessure et de plus, ces cellules semblent posséder 
un niveau réduit de microtubules polymérisés (Fig. 43, A-C, voir têtes de 
flèches). Une distribution similaire de la tubuline-a a été observée dans les 
monocouches de cellules HGE-17 blessées en présence de TGFa, à l'exception 
que ces réarrangements du cytosquelette surviennent beaucoup plus rapidement 
que dans les conditions basales. Par exemple, la formation de lamelles été 
observée après seulement 4 heures (Fig. 42). De plus, tout comme dans les 
conditions contrôles, la polymérisation des microtubules a été observée 
uniquement dans les cellules en étalement localisées à la bordure de la blessure, 
et non dans les cellules de la monocouche adjacente (résultat non montré). 
Dans le but de valider la nécessité des réorganisations du cytosquelette pour le 
processus de réparation des micro-blessures, des inhibiteurs de l'organisation de 
l'actine et de la polymérisation des microtubules, soit la cytochalasine D et le 
nocodazole, ont été ajoutés aux monocouches blessées et leurs effets sur la 
progression de la fermeture des blessures ont été analysés. Tel qu'illustré à la 
Figure 44, l'ajout du nocodazole a ralenti significativement la progression de la 
fermeture des blessures, que ce soit en conditions basales (résultats non 
montrés) ou en présence du facteur de croissance TGFa. D'un autre côté, le 
traitement à la cytochalasine D a inhibé complètement la fermeture de micro-
blessures (Fig. 44). Ces données démontrent ainsi que les réarrangements des 
filaments d'actine sont nécessaires au processus permettant à un feuillet 
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Figure 43. Expression de la tubuline-a dans les feuillets épithéliaux de 
cellules HGE-17 en étalement suivant l'induction d'une micro-blessure. Les 
cellules ont été blessées puis fixées avec de la formaldéhyde 3,7% pour 12 
minutes et perméabilisées avec du Triton X-1 OO 0, 1 % dilué dans du PBS pour 3 
minutes. Les sites de liaison non-spécifiques de l'anticorps ont été bloqués à 
l'aide de 2% d'albumine de sérum bovin dilué dans du PBS. Les cellules ont par 
la suite été incubées avec les anticorps primaires, puis avec les anticorps 
conjugués au FITC dilués dans du BSA-PBS 0,2 % à l'intérieur d'une chambre 
humidifiée pour 60 minutes et 45 minutes respectivement. (A) Immédiatement 
suivant l'induction de la blessure, la tubuline-a est principalement localisée dans 
le cytoplasme. (B, C) Dans les conditions contrôles, 8 heures suite à l'induction 
de la blessure, la tubuline-a est principalement redistribuée dans les lamelles 
situées à la surface des cellules bordant la blessure. (C) est un plus fort 






épithélial gastrique de s'étaler rapidement suivant une micro-blessure, alors que 
la polymérisation des microtubules semble jouer un rôle moins primordial. 
3.4 Rôles des voies de signalisation Src, EGFR et Pl3K dans 
l'étalement des cellules épithéliales gastriques 
Dans le but de mieux comprendre comment l'induction d'une micro-blessure en 
condition basale ou stimulée par le facteur de croissance TGFa. peut stimuler 
l'étalement de cellules épithéliales gastriques en bordure de la blessure 
épithéliale, les voies de signalisation identifiées dans la restitution épithéliale 
gastrique dans la section précédente ont été examinées. Nous avons démontré 
qu'une activation rapide de l'EGFR, soit par la tyrosine kinase pp60c-Src ou par 
par l'addition de ses ligands exogènes tels que le TGFa., induit la restitution 
épithéliale gastrique en stimulant différentes voies de signalisation dépendantes 
de la Pl3K. Pour investiguer le rôle des voies Src, EGFR et Pl3K, nous avons 
évalué l'impact de leur inhibition pharmacologique sur la capacité d'étalement 
des cellules des feuillets épithéliaux gastriques blessés. Tel que démontré à la 
Figure 45 (A et 8), l'inhibition de l'activité de la Pl3K par le L Y294002 a résulté 
en une diminution marquée et significative de la progression de la fermeture des 
micro-blessures, que ce soit en absence (A) ou en présence (8) de TGFa.. Par 
la suite, pour déterminer si l'activation de l'EGFR est nécessaire à la réparation 
des micro-blessures, nous avons utilisé l'inhibiteur de la tyrosine kinase EGFR, 
PD153035. L'addition de cet inhibiteur a diminué fortement la capacité 
d'étalement des cellules HGE-17 blessées en présence ou en absence de TGFa. 
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Figure 44. les réarrangements de l'actine-F et de la tubuline-a. sont 
nécessaires à la modulation de l'étalement des feuillets épithéliaux 
gastriques suivant l'induction d'une micro-blessure. Les monocouches de 
cellules HGE-17 confluentes ont été blessées par aspiration à l'aide d'une 
aiguille et traitées en présence de 20 mM d'hydroxyurée et de TGFa 5 ng/ml 
pour une période de 6 heures. Dans certaines expériences, les cellules ont 
aussi été traitées avec les inhibiteurs cytochalasine D (1 µM) ou nocodazole (3 
µM) pour une période de 6 heures. Des images de la zone dénudée ont été 
prises à toutes les 2 heures jusqu'à la fermeture complète de la blessure et le 
pourcentage de fermeture de la blessure a été déterminé en comparaison avec 
le diamètre de la zone dénudée mesuré immédiatement après l'induction de la 
micro-blessure. Ces résultats sont représentatifs de trois différentes expériences. 
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(Fig. 45, A et B). Finalement, nos observations antérieures établissant que la 
kinase pp60c-Src est rapidement activée suivant une blessure épithéliale nous a 
incités à examiner si l'activation de pp60c-Src était également requise pour la 
modulation de l'étalement des cellules des feuillets épithéliaux gastriques suite à 
une micro-blessure en condition basale. Tel qu'illustré à la Figure 45A, un pré-
traitement au PP2, l'inhibiteur pharmacologique des protéines kinases de la 
famille Src (Hanke et al., 1996), a ralenti de façon marquée et significative la 
vitesse de fermeture des blessures induites sur des monocouches de cellules 
épithéliales gastriques en conditions basales. Par conséquent, l'utilisation des 
inhibiteurs pharmacologiques a confirmé l'importance des voies de signalisation 
Src/EGFR/Pl3K dans l'étalement des cellules épithéliales gastriques humaines 
en conditions basales et des voies EGFR/Pl3K dans l'étalement cellulaire stimulé 
au facteur de croissance TGFa suivant une blessure. 
3.5 Les effecteurs en aval de la Pl3K, p70S6K et ILK ne sont pas 
impliqués dans la modulation de l'étalement de cellules épithéliales 
gastriques suite à une microblessure 
Tel que mentionné précédemment, le Ptslns(3,4,5)P3, un des produits lipidiques 
de la Pl3K, est connu pour contrôler une variété d'effecteurs de signalisation tels 
que Akt, ILK et p70S6K (Cantrell, 2001). Pour déterminer si l'activation de la 
voie de signalisation mTOR/p70S6K était impliquée dans la régulation de 
l'étalement des cellules HGE-17, nous avons incubé les monocouches de 
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Figure 45. La signalisation via la voie de signalisation EGFR/Pl3K est 
nécessaire à l'étalement cellulaire gastrique en condition basale ou 
stimulée au TGFa. A, Les cellules HGE-17 confluentes ont été blessées, 
incubées dans du FBS 0, 1 %, traitées avec 20 mM d'hydroxyurée, en présence 
ou en absence de DMSO (0, 1 %) ou de L Y294002 (5 µM) ou de PP2 (5 µM) ou 
de PD153035 (10 µM). Des images de la zone dénudée ont été prises à toutes 
les 2 heures jusqu'à la fermeture complète de la blessure et le pourcentage de 
fermeture de la blessure a été déterminé en comparaison avec le diamètre de la 
zone dénudée mesuré immédiatement après l'induction de la micro-blessure. B, 
Les cellules HGE-17 confluentes ont été blessées, incubées dans du FBS 0,1%, 
et traitées avec 20 mM d'hydroxyurée, en absence (DMSO) ou en présence de 
TGFa 5 ng/ml, de L Y294002 (5 µM) ou de PP2 (5 µM) ou de PD153035 (10 µM). 
Le pourcentage de fermeture de la blessure a été déterminé tel que décrit en A. 
C, Les cellules confluentes ont été blessées, incubées dans du FBS 0, 1 %, et 
traitées avec 20 mM d'hydroxyurée et 5 ng/ml de TGFa, en absence ou en 
présence de rapamycine (25 nM). Le pourcentage de fermeture de la blessure a 
été déterminé tel que décrit en A. D, Les cellules HGE-17 ont été nucléofectées 
avec un siRNA contrôle ou avec un siRNA dirigé contre ILK. Les cellules 
confluentes ont été blessées, incubées dans du FBS 0, 1%, et traitées avec 20 
mM d'hydroxyurée et 5 ng/ml de TGFa. Le pourcentage de fermeture de la 
blessure a été déterminé tel que décrit en A. Les résultats sont la 
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cellules confluentes blessées en présence de la rapamycine (inhibiteur de 
mTOR) et nous avons analysé ses effets sur la progression de la fermeture des 
micro-blessures, en présence ou en absence de TGFa. Tel qu'illustré à la Figure 
45C, le pré-traitement des cellules HGE-17 n'a pas eu d'effet sur l'étalement 
cellulaire induit suivant la blessure. Le rôle potentiel de la kinase ILK a aussi été 
examiné et pour ce faire, un siRNA double-brin dirigé contre la séquence de 
gène humain d'ILK a été transfecté dans les cellules HGE-17 pour inhiber la 
synthèse protéique d'ILK. Tel que démontré à la Fig. 36, les cellules 
transfectées avec le siRNA ciblant ILK a fortement réduit l'expression de la 
protéine ILK, en opposition au siRNA contrôle. Ce siRNA a ainsi été utilisé 
subséquemment pour analyser si la réduction d'ILK affecte la progression de la 
fermeture des micro-blessures. Pour ce faire, les monocouches de cellules 
HGE-17 confluentes transfectées avec le siRNA/ILK ont été blessées et le 
pourcentage de fermeture de la blessure, en comparaison au siRNA contrôle, a 
été déterminé. Tel que démontré à la Figure 450, la réduction de l'expression 
d'ILK n'a pas ralenti la progression de la fermeture des blessures, en 
comparaison au siRNA contrôle. 
3.6 L'intégrine a3p1 contrôle l'étalement des feuillets de cellules 
épithéliales gastriques suite à une microblessure 
Tel que mentionné précédemment, il est possible que l'événement initiateur du 
mouvement du feuillet épithélial gastrique dans notre système soit l'interaction 
des récepteurs situés à la surface cellulaire avec les éléments de la matrice 
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extracellulaire. Les intégrines sont des protéines réceptrices transmembranaires 
connues pour se lier aux molécules de la matrice extracellulaire. De plus, les 
intégrines ont été démontrées pour coopérer avec les récepteurs des facteurs de 
croissance tels que l'EGFR (Moro et al., 2002). Nous avons observé dans des 
études antérieures que l'expression coordonnée des sous-unités a.2 et a.3 des 
intégrines et la redistribution de l'intégrine a2f31 constituent des événements clés 
pour la différenciation des cellules de sécrétion de l'épithélium gastrique humain 
(Tremblay et Ménard, 1996; Chénard et al., 2000), nous incitant ainsi à analyser 
leur implication potentielle dans la modulation de l'étalement cellulaire suivant 
une micro-blessure. Ainsi, nous avons effectué des essais de neutralisation des 
sous-unités a.2 et a.3 des intégrines dans des monocouches de cellules HGE-17 
blessées. Tel qu'illustré à la Figure 46 (A et B}, l'addition d'un anticorps 
neutralisant (5 µg/ml) dirigé contre la sous-unité a.3 des intégrines a ralenti 
fortement et significativement la vitesse de fermeture des blessures, en absence 
(A) ou en présence (B) de TGFa. A notre grande surprise, la neutralisation de la 
sous-unité a2 des intégrines n'a eu aucun effet significatif sur l'étalement des 
cellules HGE-17 blessées en présence ou en absence de TGFa (Fig. 46, A et 8). 
L'implication potentielle de la sous-unité a.6 des intégrines, ayant été démontrée 
antérieurement pour être impliquée dans la migration des cellules épithéliales 
intestinales (Lotz et al., 2000), a aussi été examinée. Tel que montré à la Figure 
46 (A et B), la neutralisation de la sous-unité a.6 des intégrines n'a pas altéré de 
manière significative la vitesse de fermeture des micro-blessures, que ce soit en 
présence ou en absence de TGFa.. 
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Figure 46. L'intégrine a3f31 est nécessaire pour l'étalement des cellules 
épithéliales gastriques suivant l'induction d'une micro-blessure, en 
conditions basales ou en présence de TGFa. Les cellules HGE-17 
confluentes ont été blessées, incubées dans du FBS 0, 1 %, et en absence (A) ou 
en présence (B) de TGFa (5 ng/ml) et en présence ou en absence d'anticorps 
neutralisants dirigés contre les sous-unités a2 (5 µg/ml), a3 (5 µg/ml) et a6 (1 
µg/ml) des intégrines. Des images de la zone dénudée ont été prises à toutes 
les 2 heures jusqu'à la fermeture complète de la blessure et le pourcentage de 
fermeture de la blessure a été déterminé en comparaison avec le diamètre de la 
zone dénudée mesuré immédiatement après l'induction de la micro-blessure. 
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Dans le but de déterminer comment la sous-unité a.3 des intégrines contribue à 
l'étalement des cellules HGE-17 suite à une micro-blessure, l'immunolocalisation 
de cette sous-unité a été évaluée à différents intervalles de temps durant le 
processus de réparation des blessures. Tel qu'illustré à la Figure 47A, la sous-
unité a.3 est localisée dans le cytoplasme des cellules de la monocouche 
adjacente à la blessure (panneaux du bas, voir têtes de flèches), alors que celle-
ci est redistribuée dans les lamelles des cellules entourant la blessure (Fig. 47A, 
panneaux du bas, voir flèches). Par la suite, dans le but de mieux comprendre 
comment la sous-unité a.3 des intégrines régule l'étalement des feuillets 
épithéliaux, des essais de neutralisation ont été effectués à différents intervalles 
de temps et les distributions de l'actine-F et de la tubuline-a ont été examinées. 
Tel qu'illustré à la Figure 478 (voir flèches blanches), la neutralisation de la sous-
unité a.3 des intégrines a réduit fortement la formation des lamelles 
cytoplasmiques dans les conditions stimulées 4 heures au TGFa. De plus, un 
traitement avec l'anticorps anti-a.3 a atténué de façon remarquable la 
polymérisation des microtubules dans les quelques lamelles encore présentes au 
niveau des cellules bordant la blessure (Fig. 47C, voir flèches blanches). Par 
conséquent, l'ensemble de ces observations suggèrent que l'intégrine a.3f31, 
mais non a.2J31 et a.6f31 est impliquée dans la formation des lamelles au niveau 
des cellules en étalement suivant l'induction d'une micro-blessure dans les 
monocouches de cellules épithéliales gastriques humaines. 
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Figure 47. L'intégrine a3j31 régule la formation des lamelles suivant 
l'induction de micro-blessures au niveau des monocouches épithéliales 
gastriques. A, Les monocouches de cellules HGE-17 blessées stimulées ou 
non au TGFa (5 ng/ml) pendant 4 heures ont été fixées avec de la formaldéhyde 
3, 7% puis marquées par immunofluorescence pour la sous-unité a3 des 
intégrines. Les pointes de flèches indiquent la localisation cytoplasmique de la 
sous-unité a3 des intégrines dans le cytoplasme des cellules de la monocouche 
adjacente à la blessure. B-C, Les monocouches de cellules HGE-17 blessées 
et stimulées au TGFa (5 ng/ml) pendant 4 heures, en présence ou en absence 
d'un anticorps neutralisant contre la sous-unité a3 des intégrines (PIB5, 5 µg/ml) 
ont été fixées avec de la formaldéhyde 3, 7% et marquées avec la phalloïdine-
FITC (B) ou avec la tubuline-a (C) par immunofluorescence. Les flèches 
blanches pointent la présence de lamelles cytoplasmiques dans les cellules 
entourant la blessure. Barres, 50 µM ; lnsert, 50 µM. 
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IV- DISCUSSION 
L'épithélium simple de la muqueuse gastrique assume des fonctions spécialisées de 
digestion et de sécrétion, en plus d'exercer une fonction de barrière de protection contre 
un large spectre de substances potentiellement dommageables (acide chlorhydrique, 
alcool, bactéries pathogènes, anti-inflammatoires non stéroïdiens, etc.) présentes dans 
la lumière de l'estomac. Cependant, ce système de protection n'est pas infaillible 
puisque suivant un bris de cette barrière épithéliale, des dommages structuraux eUou 
fonctionnels plus ou moins importants peuvent survenir au niveau de la muqueuse, ce 
qui favorise entre autres le développement d'ulcérations à long terme. 
Fort heureusement, l'épithélium de la muqueuse gastrique possède une capacité 
intrinsèque de réparation appelée régénération épithéliale qui repose sur une activation 
ordonnée d'événements cellulaires (Lacy, 1995; Tarnawski, 1995). Généralement, les 
lésions restreintes au niveau de l'épithélium et de dimensions réduites peuvent être 
réparées en quelques heures seulement. Dans ces situations de micro-blessures, le 
processus de réparation repose uniquement sur l'étalement des cellules bordant la 
blessure. Toutefois, dans le cas de lésions plus importantes, la migration cellulaire est 
également stimulée pour complémenter l'étalement des cellules bordant la blessure. 
Par la suite, dans le but de rétablir la densité cellulaire, cette phase de restitution est 
suivie d'une phase de prolifération compensatoire, ce qui viendra compléter le 
processus de régénération épithéliale. Finalement, une fois complétée, la régénération 
sera suivie d'une séquence ordonnée de re-différenciation visant à rétablir l'intégrité 
fonctionnelle de l'épithélium. 
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L'acquisition des fonctions épithéliales spécialisées de la muqueuse gastrique telles que 
la régénération épithéliale dépend : 1) des interactions complexes de facteurs de 
croissance avec leurs récepteurs membranaires spécifiques, 2) d'interactions cellule-
cellule ou encore cellule-matrice, 3) de voies de signalisations spécifiques. Cependant, 
dans le contexte de l'estomac, ces concepts de régénération épithéliale ont été jusqu'à 
maintenant très peu étudiés. Ceci s'explique par l'absence de modèles expérimentaux 
représentatifs de l'épithélium gastrique permettant l'étude in vitro des phénomènes 
cellulaires et moléculaires impliqués dans le contrôle de ce processus. Toutefois, la 
mise au point récemment dans notre laboratoire de trois nouveaux modèles cellulaires 
(cultures primaires d'estomac fœtal humain, lignées épithéliales gastriques HGE-17 et 
HGE-20) représentatifs de l'épithélium gastrique humain normal nous a permis de 
définir l'objectif central suivant: définir par quels mécanismes cellulaires et moléculaires 
les facteurs de croissance modulent les différentes phases de la régénération épithéliale 
gastrique humaine. 
C'est dans cet ordre d'idée que des essais in vitro de régénération ont été entrepris 
dans notre laboratoire. Pour ce faire, un protocole de blessure avec une lame de rasoir 
ayant été originalement établi sur des lignées épithéliales intestinales (Ciacci et al., 
1993) a été employé. Les analyses morphologiques démontrent clairement que suivant 
des essais de 36-40h, la régénération est significative dans les conditions basales 
(réduites en sérum) et que le phénotype épithélial est altéré. En effet, certaines cellules 
retrouvées à la marge de la blessure exhibent un cytoplasme étalé alors que d'autres 
forment des structures migratoires (filopodes et lamellipodes). De plus, un marquage au 
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Ki-67 des monocouches épithéliales gastriques blessées nous a permis d'observer la 
présence de cellules prolifératives après 24h suivant l'induction de la blessure. D'autre 
part, un marquage TUNEL nous a permis de confirmer que l'apoptose constitue un 
événement rare dans les monocouches épithéliales gastriques en régénération. Ainsi, 
les monocouches de cellules épithéliales gastriques subissent des altérations 
phénotypiques similaires à celles rapportées dans d'autres lignées cellulaires 
épithéliales gastro-intestinales suivant une blessure (Ciacci et al., 1993; Kato et al., 
1999; Basson et al., 1996; Nusrat et al., 1992). 
Après avoir confirmé la validité de nos modèles cellulaires pour l'étude de la 
régénération épithéliale, la capacité de réponse des monocouches épithéliales 
gastriques HGE-17 blessées à différents facteurs de croissance exogènes (TGFa, EGF, 
HGF, IGF-1, IGF-11, TGFj31) a été vérifiée. Les résultats obtenus démontrent clairement 
que la régénération épithéliale gastrique est hautement régulée par plusieurs facteurs 
de croissance exogènes : EGF> TGFa>HGF>IGF-1,-11. Les effets des différents facteurs 
de croissance ont également été analysés au niveau des cellules épithéliales gastriques 
HGE-20, une lignée cellulaire possédant un statut fonctionnel plus différencié que les 
cellules HGE-17. A l'exception des facteurs de croissance EGFffGFa, il a été 
intéressant d'observer que la réponse des cellules HGE-20 aux différents facteurs de 
croissance est similaire, bien que beaucoup plus atténuée en comparaison aux cellules 
HGE-17. Cette observation concorde tout à fait avec les évidences de la littérature 
ayant rapporté que suivant une blessure épithéliale, les cellules doivent.à priori subir un 
processus de dé-différenciation avant d'être induites à s'étaler et à migrer (Lacy, 1995). 
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Conséquemment, nous avons choisi la lignée cellulaire HGE-17 comme modèle de 
référence dans les essais de régénération/restitution. Néanmoins, ces résultats 
s'avèrent d'une importance particulière puisqu'ils nous ont fourni des informations 
supplémentaires sur le comportement des cellules plus différenciées de l'épithélium de 
surface. 
Dans une seconde série d'expérimentations, l'addition simultanée d'hydroxyurée aux 
monocouches épithéliales gastriques blessées nous a permis de concentrer notre 
analyse de l'effet des facteurs de croissance spécifiquement sur la phase initiale de la 
régénération, soit la restitution épithéliale. Il est important de mentionner qu'à des 
concentrations de 20mM, cet agent pharmacologique permet de bloquer efficacement la 
prolifération cellulaire sans néanmoins affecter la viabilité cellulaire. De plus, il est 
intéressant de noter que l'ajout d'hydroxuyrée n'abolit pas l'effet inducteur des différents 
facteurs de croissance sur la migration des cellules épithéliales gastriques. Cette 
observation démontre clairement un rôle des facteurs de croissance spécifiquement sur 
la restitution au cours du processus de régénération épithéliale (TGFa.>EGF>HGF>IGF-
1,-11) et, en sus de leur capacité à stimuler la mitogénèse des cellules HGE-17. 
Puisque les cellules HGE-17 sont dérivées de la lignée cellulaire de carcinome gastrique 
NCl-N87 (Chailler et Ménard, 2005), il était extrêmement important de valider l'ensemble 
des résultats obtenus jusqu'à maintenant dans un modèle de cellules épithéliales 
gastriques normales afin de s'assurer que les phénomènes observés n'étaient pas 
uniquement spécifiques aux cellules gastriques cancéreuses. Les essais avec les 
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facteurs de croissance ont également été reproduits sur des monocouches des cellules 
épithéliales gastriques normales en culture primaire en absence de matrice 
extracellulaire. Dans ce modèle, le facteur de croissance exogène HGF est plus 
efficace que les facteurs de croissance EGF et TGFa., ce qui illustre possiblement une 
sensibilité différente de l'épithélium gastrique fœtal en culture primaire. En effet, nous 
pouvons émettre l'hypothèse que cette observation résulte d'une plus forte expression 
de c-met dans l'épithélium fœtal (Kermorgant et al., 1997) ou encore nous pouvons 
supposer que ce résultat est le reflet d'une caractéristique fonctionnelle de l'épithélium 
gastrique normal (Takahashi et al., 1995). 
Les essais in vitro de restitution nous ont également permis de démontrer que, 
contrairement à l'épithélium intestinal, les facteurs de croissance induisent des effets 
spécifiques sur la migration des cellules épithéliales gastriques indépendamment de la 
voie du TGFj3 (Ciacci et al., 1993; Dignass et Podolsky, 1993). En effet, certaines 
études ont rapporté que les actions de nombreux facteurs de croissance exogènes et 
cytokines sur la restitution des cellules épithéliales intestinales IEC-6 étaient médiées 
par un relâchement exogène du facteur de croissance TGFj31. Ces études 
démontraient également l'abolition des effets stimulateurs des facteurs de croissance 
sur la migration des cellules IEC-6 suivant un traitement simultané des monocouches 
blessées avec un anticorps neutralisant pan-spécifique dirigé contre le TGFj3. Or, dans 
notre système, il faut se rappeler qu'une stimulation au TGFj31 n'influence pas la 
restitution des cellules HGE-17. De plus, l'ajout d'un anticorps neutralisant anti-TGFj3 
n'affecte pas la réponse des monocouches épithéliales blessées suivant une stimulation 
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avec le facteur de croissance TGFa. Comme de nombreuses lignées cellulaires 
d'origine cancéreuses possèdent une dérégulation de la voie de signalisation du TGFB 
(Pring et al., 2006; Qiu et al., 2007; Kretzschmar, 2000), la capacité de réponse de la 
lignée cellulaire HGE-17 à ce facteur de croissance a également été vérifiée en 
effectuant des essais luciférase avec le gène rapporteur 3TP-Luc. Ce non-effet du 
TGFB 1 a aussi été validé dans les cultures primaires de cellules épithéliales gastriques 
normales, suggérant clairement l'existence de mécanismes différents de ceux proposés 
pour la restitution épithéliale intestinale. 
A priori, l'observation que la plupart des facteurs de croissance exogènes testés dans 
cette étude stimulent la régénération et la restitution épithéliales gastriques semblaient 
suggérer une redondance fonctionnelle possible. Toutefois, tel que suggéré pour les 
cellules intestinales (Ciacci et al., 1993; Dignass et al., 1993), les analyses 
morphologiques du comportement des cellules épithéliales gastriques en restitution 
(microscopie optique, microscopie électronique, microscopie à fluorescence) ont révélé 
que non seulement les facteurs de croissance EGF, TGFa, HGF et IGF-1 induisaient 
des effets positifs sur la restitution des cellules HGE-17, mais que ceux-ci altèraient de 
façon différentielle le phénotype des cellules bordant la blessure. En effet, EGF fTGFa 
et HGF stimulent la formation de structures migratoires (lamellipodes) et diminuent 
l'intensité du marquage de la cadhérine-E associée aux jonctions cellule-cellule par une 
re-distribution de la protéine de la membrane vers le cytoplasme. De leur côté, les 
composantes des jonctions serrées Z0-1 et occludine sont modulées de façon moins 
sensible suivant l'induction d'une blessure. De plus, les facteurs de croissance 
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exogènes EGFfTGFa stimulent très efficacement l'étalement cytoplasmique, accroissant 
ainsi de façon remarquable la dimension des cellules à la marge de la blessure. L'effet 
de l'EGF et du TGFa sur l'étalement cellulaire et sur la redistribution des protéines 
jonctionnelles de la membrane vers le cytoplasme a été rapporté antérieurement dans la 
littérature dans d'autres modèles cellulaires tels que dans les cellules épithéliales 
alvéolaires, les cellules d'adénocarcinomes cervicaux et les cellules d'adénocarcinomes 
de côlon (Kheradmand et al., 1994; Pichard et al., 2001; Yamanaka et al., 2003). 
Aussi, bien que l'EGF et le TGFa ont été en mesure d'activer l'étalement cytoplasmique 
des cellules bordant la blessure, il est intéressant de noter que seul le TGFa a induit 
des effets maximaux sur l'activité protrusive des cellules. De telles différences au 
niveau des actions de l'EGF et du TGFa sur la contractilité du cytosquelette et/ou sur la 
migration ont déjà été rapportées dans d'autres systèmes expérimentaux incluant 
fibroblastes, kératinocytes, hépatocytes et cellules intestinales de rat (Podolsky, 1994), 
supportant ainsi les présentes observations. Des affinités différentielles des ligands 
pour l'épitope de l'EGFR aussi bien que des affinités différentes causant des 
augmentations variables de l'activité MAPK pourrait expliquer de telles variations 
(Stromblad et Anderson, 1993; Thoresen et al., 1998). Ainsi, il semble que l'EGF et le 
TGFa suscitent des réponses qui ne sont pas identiques, ce qui peut fournir une 
explication concernant les voies par lesquelles ces 2 facteurs de croissance sont 
délivrés (Chailler et Ménard, 1999): EGF est relâché dans la lumière intestinale et dans 
le sang (exocrine, endocrine) alors que le TGFa représente la forme majeure produite 
localement (autocrine, paracrine) dans les cryptes intestinales et les glandes gastriques 
(Cartlidge et Eider, 1989; Hormi et Lehy, 1994). De son côté, HGF active plutôt 
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l'allongement de groupes de cellules, bien que l'étalement cellulaire soit aussi stimulé de 
façon modérée. Suite aux analyses morphologiques, le phénotype obtenu suivant une 
stimulation au HGF a été clairement associé avec l'étirement des cellules «leader» 
situées à l'extrémité des groupements de cellules en migration, induisant 
conséquemment une migration beaucoup plus directionnelle de la monocouche en 
comparaison à la condition basale. De plus, ces cellules « leader » exhibent 
généralement un énorme lamellipode unique orienté de façon perpendiculaire à la 
blessure, à l'opposé des cellules « leader » stimulées par l'EGF et le TGFa dans lesquel 
de multiples protrusions non orientées sont observées sur une même cellule. L'HGF est 
un régulateur bien connu de la migration cellulaire épithéliale (Birchmeiser et Gherardi, 
1998; Komada et Kitamura, 1993; Grotegut et al., 2006). Par exemple, dans les cellules 
épithéliales gastriques de souris IMGE-5, l'HGF a été démontré pour causer une 
relocalisation partielle de la protéine des jonctions serrées Z0-1, stimulant ainsi la 
dissociation cellulaire et la migration (Hollande et al., 2001). Finalement, les facteurs de 
croissance IGF-1 et -Il réduisent la fréquence des structures migratoires et activent 
l'alignement rapide du front de migration. De plus, en comparaison avec EGF, TGFa et 
HGF, la stimulation de la restitution des cellules HGE-17 avec les IGFs n'induit pas une 
ra-distribution des différentes protéines jonctionnelles, induisant ainsi un front de 
migration beaucoup plus compact. Bien que le patron d'expression des IGFs n'a pas 
encore été analysé à ce jour dans le contexte de la cicatrisation d'ulcères gastriques in 
vivo, les IGFs ont été associés avec l'adaptation de la muqueuse et la croissance 
cellulaire suivant une résection intestinale (Clemmons, 1998). Concrètement, ces 
données s'opposent ainsi pour la première fois à l'idée d'une redondance fonctionnelle 
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des facteurs de croissance EGF, TGFa, HGF et IGFs et suggèrent que la progression 
normale de la ré-épithélialisation suivant une blessure repose sur la coordination des 
activités des facteurs de croissance impliqués. 
A l'heure actuelle, les données d'hybridation in situ effectuées sur des ulcérations 
gastriques suggèrent que l'expression de certains gènes serait modulée de façon 
différentielle en fonction du temps au cours de la régénération épithéliale (phase 
précoce, intermédiaire et tardive) (Fig. 8). En combinant les résultats obtenus dans le 
cadre de cette étude avec ceux obtenus in vivo au niveau des ulcérations gastriques, 
nous pouvons proposer le modèle d'intégration suivant pour le rôle des facteurs de 
croissance (Figure 48). Peu de temps après l'induction d'une blessure, les facteurs de 
croissance luminaux IGFs et EGF relâchés par le tissu activent l'alignement des cellules 
bordant la blessure et initient l'étalement cytoplasmique. Par la suite, l'augmentation de 
l'expression des gènes liés à l'EGF intensifie l'étalement cellulaire. Puis, la stimulation 
de l'expression des gènes de l'HGF et de son récepteur c-met vont coordonner la phase 
active de migration en induisant plus particulièrement la migration directionnelle des 
cellules épithéliales vers la zone dénudée de la blessure. Finalement, si l'ampleur de la 
blessure l'exige, une exposition prolongée à tous ces facteurs de croissance permettra 
la dispersion cellulaire et le rétablissement de la densité cellulaire grâce à l'induction de 
la prolifération cellulaire. 
Ainsi, l'analyse de l'effet de différents facteurs de croissance exogènes nous a permis 
de dresser une liste détaillée des régulateurs capables de stimuler spécifiquement la 
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Figure 48. Représentation schématique de l'action différentielle des facteurs de 
croissance sur les cellules épithéliales gastriques humaines blessées (cellules 
HGE-17) et sur les différents événements cellulaires impliqués dans la séquence 
de régénération épithéliale. Peu de temps après l'induction d'une blessure, les 
facteurs de croissance IGFs et EGF relâchés par le tissu induisent l'alignement des 
cellules bordantes et initient l'étalement cellulaire. Par la suite, l'augmentation de 
l'expression de l'EGF et de son récepteur EGFR intensifie l'étalement cytoplasmique et 
l'activité protrusive non-orientée des cellules bordant la blessure. La stimulation de 
l'expression des gènes de l'HGF et de son récepteur c-met coordonne, quant à elle, 
l'élongation et la migration directionnelle des cellules épithéliales vers la blessure. 
Finalement, si l'ampleur de la blessure l'exige, tous ces facteurs de croissance vont 
induire après 24-40h la dispersion cellulaire et le rétablissement de la densité cellulaire 
grâce à l'induction de la prolifération cellulaire. F.C.: Facteurs de croissance. 
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phase initiale de restitution épithéliale suivant une blessure. Toutefois, suivant cette 
première étude, une question fondamentale restait encore en suspend : entre le moment 
où un facteur de croissance se lie à son récepteur et le moment où se traduit une 
réponse cellulaire spécifique (qui dans ce cas-ci est la restitution épithéliale), que se 
passe-t-il spécifiquement au niveau de la signalisation intracellulaire? En effet, notre 
compréhension des voies de signalisation spécifiques qui transmettent les signaux 
extracellulaires régulant la restitution épithéliale gastrique suivant une blessure est loin 
d'être complétée et ce, particulièrement chez l'humain (Tarnawski, 2005). La seconde 
partie du travail a donc consisté à identifier et à caractériser les voies de signalisation 
intracellulaires contrôlant la restitution épithéliale gastrique humaine suivant une 
blessure, en condition basale et suivant une stimulation en prenant le facteur de 
croissance exogène TGFa comme stimulateur-type. 
Dans un premier temps, deux grandes voies de signalisation classiques connues pour 
être activées suivant une stimulation aux facteurs de croissance ont été examinées, soit 
MEK1/ERK1/2 et Pl3K/Akt. Nous avons tout d'abord établi que la cascade de 
signalisation MEK1/ERK1/2 est rapidement stimulée suivant une blessure. Cependant, 
nous avons également démontré que l'inhibition de l'activation de MEK1/ERK1/2 à l'aide 
de l'inhibiteur pharmacologique PD98059 n'altère pas la capacité de restitution des 
cellules HGE-17 en condition basale ou suivant une stimulation au facteur de croissance 
exogène TGFa. A priori, cette observation semble en opposition avec des données 
obtenues in vivo ayant démontré une augmentation drastique (400-900%) de l'activité 
de ERK1/2 suivant l'induction d'ulcérations gastriques chez le rat (Tarnawski, 2001; 
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Tarnawski, 2000; Pai et Tarwnaski, 1998). Cependant, il est important de se rappeler 
que les approches in vivo effectuées sur des ulcères gastriques ne permettent pas de 
discriminer les différents événements cellulaires qui composent la régénération 
épithéliale (étalement, migration, prolifération). Par conséquent, notre modèle in vitro de 
cellules épithéliales gastriques blessées en présence d'hydroxyurée s'est avéré être un 
modèle idéal pour caractériser spécifiquement les voies de signalisation intracellulaire 
impliquées dans le contrôle de la restitution épithéliale. Cependant, malgré l'observation 
que la cascade MEK1/ERK1/2 n'est pas impliquée dans le contrôle de la restitution 
épithéliale gastrique, nous savons que l'activation de cette voie de signalisation joue un 
rôle important dans le processus global de la régénération épithéliale et ce, 
probablement au niveau du contrôle de la prolifération cellulaire. En effet, il est 
intéressant de noter que l'inhibition de l'activation de la cascade de signalisation 
MEK1/ERK1/2 à l'aide du PD98059 dans nos cellules HGE-17 provoque une diminution 
significative de la prolifération cellulaire dans des essais in vitro de régénération 
épithéliale gastrique (i.e. en absence hydroxyurée) de 40h (résultats non montrés). 
Dans un deuxième temps, le rôle potentiel de la voie de signalisation Pl3K/Akt dans le 
contrôle de la restitution épithéliale gastrique humaine a été analysé. Tout d'abord, 
dans des essais de restitution en condition basale et stimulée au TGFa, nous avons 
démontré que les niveaux d'activation d'Akt, la cible la plus connue de la Pl3K, 
augmentent rapidement et fortement suivant une blessure. De plus, nous avons observé 
que cette augmentation des niveaux d'activation d'Akt est complètement abolie lorsque 
l'activité de la Pl3K est inhibée dans les cellules épithéliales gastriques blessées. En 
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accord avec ces observations, nos résultats démontrent clairement que l'inhibition de 
l'activité de la Pl3K avec le LY294002 réduit considérablement (50-70%) la capacité de 
migration des cellules HGE-17 blessées en condition basale ou stimulées au TGFa. 
L'ensemble de ces résultats confirme ainsi que l'activation d'Akt et de la migration 
cellulaire constituent deux événements dépendants de la Pl3K. D'un autre côté, comme 
les traitements à l'inhibiteur de la Pl3K L Y294002 n'ont réduit que de moitié la capacité 
de migration des cellules HGE-17 et des cultures primaires gastriques suite à une 
stimulation au TGFa, ces données suggèrent également l'implication de voies de 
signalisation indépendantes de la Pl3K au cours de la restitution épithéliale gastrique 
stimulée par le TGFa. L'implication potentielle de voies de signalisation indépendantes 
de la P13K sera donc une avenue intéressante à investiguer dans le futur. 
La P13K apparaissait donc comme un candidat majeur dans le contrôle du processus de 
restitution épithéliale gastrique suivant une blessure. En accord avec cette hypothèse, 
nous avons clairement établi que la Pl3K joue un rôle central et précoce dans la 
modulation de la restitution épithéliale gastrique humaine. Premièrement, nous avons 
démontré que l'inhibition de l'activité de la Pl3K avec le L Y294002 inhibe fortement la 
capacité de restitution des cellules épithéliales gastriques humaines en culture primaire, 
que ce soit en présence ou en absence du facteur de croissance exogène TGFa. 
Deuxièmement, un traitement avec un composé synthétique de Ptdlns(3,4,5)P3 est 
suffisant pour induire fortement la migration des cellules HGE-17 suivant une blessure et 
ce, à des niveaux comparables à ceux obtenus suivant une stimulation au TGFa. 
Troisièmement, un traitement avec l'inhibiteur L Y294002 durant la première heure 
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seulement suivant une blessure est suffisant pour diminuer la vitesse de migration des 
cellules HGE-17, suggérant ainsi une implication précoce de la Pl3K dans la régulation 
de la restitution épithéliale gastrique. Ce rôle central de la Pl3K est en accord avec une 
étude ayant rapporté une diminution de la capacité de migration des cellules épithéliales 
gastriques de souris IMGE-5 suivant une inhibition de l'activité de la Pl3K avec le 
LY294002 (Hollande et al., 2001). Le rôle physiologique de la Pl3K a également été 
analysé dans la régénération épithéliale gastrique de rats avec une hypertension portale 
(PHT) (Tsugawa et al., 2003). En effet, il a été observé que les mécanismes de 
réparation de la muqueuse gastrique de ces rats sont grandement altérés suivant 
l'induction d'ulcères avec de l'éthanol. D'un point de vue moléculaire, cette dysfonction 
a d'ailleurs été associée à des niveaux d'expression élevés de la phosphatase PTEN 
sous-forme active et à des niveaux d'activation altérés de la voie de signalisation 
Pl3K/Akt. 
Dans le but de dresser un portrait plus global du rôle de la Pl3K dans la régulation de la 
restitution épithéliale gastrique humaine, les rôles spécifiques de différents effecteurs 
potentiels de la kinase ont été analysés. En guise de rappel, les PIP3 , un des produits 
lipidiques de la Pl3K, agissent comme site d'ancrage pour un sous-groupe de protéines 
contenant un domaine d'homologie à la pleckstrine (PH) (Downes et al., 2005; Wymann 
et Marone, 2005). Parmi ces protéines, on retrouve PDK1, une protéine kinase 
reconnue pour réguler l'activation d'Akt et d'ILK (Vanhaesebroeck et Alessi, 2000). Une 
fois activée, Akt agit par la suite sur le contrôle de plusieurs enzymes critiques telles que 
mTOR, une protéine impliquée dans la synthèse protéique connue pour activer la 
p70S6K. A notre étonnement, nous avons observé qu'une activation constitutive active 
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d'Akt n'augmente pas la capacité de migration des cellules HGE-17 suivant une 
blessure. Pourtant, le rôle d'Akt dans la migration cellulaire et l'invasion tumorale a été 
rapporté dans plusieurs modèles cellulaires tels que carcinomes de langue humaine et 
fibroblastes (Grille et al., 2003; Qian Y et al., 2004). D'un autre côté, la surexpression 
d'une forme constitutive active de la sous-unité catalytique de la Pl3K a été démontrée 
pour augmenter la dispersion cellulaire des cellules épithéliales MDCK, ce qui n'a 
toutefois pas été le cas suivant la surexpression d'une forme constitutive active d'Akt 
(Khwaja et al., 1998). De plus, dans les trophoblastes, l'EGF a été rapporté pour 
stimuler la migration cellulaire et la phosphorylation d'Akt et de la p70S6K. Cependant, 
l'expression d'une forme active d'Akt a échoué dans la stimulation de la migration 
cellulaire, mais a bel et bien augmenté les niveaux d'activation de la p70S6K, suggérant 
ainsi qu'un Akt actif est nécessaire mais insuffisant pour stimuler la migration des 
trophoblastes (Qiu et al., 2004). Puisque nos résultats démontrent que l'activation d'Akt 
n'est pas suffisante pour l'induction de la migration des cellules HGE-17, ceux-ci sont 
ainsi en accord avec ces études. Cependant, il est important de souligner que dans 
notre système, l'activation d'Akt serait nécessaire puisque nous avons démontré que 
l'activation de son effecteur mTOR est requise pour une restitution épithéliale gastrique 
maximale. En effet, nos données sur l'analyse de l'activation des voies de signalisation 
en aval de la P13K nous ont permis d'identifier clairement l'effecteur mTOR/p70S6K. 
Ces observations sont en accord avec des études précédentes ayant rapporté le rôle de 
mTOR/p70S6K (Chandrasekher et al., 2001; Qian et al., 2004) dans la réparation de 
monocouches blessées de différents types cellulaires. En effet, l'expression d'une 
forme constitutive active de p 70S6K dans les fibroblastes embryonnaires de poulet a été 
démontrée pour être suffisante pour l'induction du remodelage des filaments d'actine, 
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menant ainsi à la formation de lamellipodes et de filopodes, à une diminution de la 
formation des fibres de stress et à une augmentation de la migration cellulaire (Qian et 
al., 2004). Il est aussi important de mentionner que l'inhibiteur LY294002 peut 
directement affecter la signalisation de mTOR et ce, à des doses similaires à celles 
requises pour inhiber l'activité kinasique de la Pl3K (Brunn et al., 1996). Nos données 
sur l'analyse de l'activation des voies de signalisation en aval de la Pl3K nous ont 
également permis d'identifier la kinase ILK, un effecteur connu de la Pl3K (Acconcia et 
al., 2006; Wymann et Pirola, 1998; Wu, 1999). Le rôle d'ILK dans le contrôle de la 
migration cellulaire et la réorganisation du cytosquelette a été largement décrit dans la 
littérature (Qian et al., 2005; Acconcia et al., 2006; Filipenko et Attwell, 2005; Zhang et 
al., 2002). Dans les cellules de fibloblastes embryonnaires de poulet, ILK a été 
démontré pour induire des réarrangements au niveau des filaments d'actirie, plus 
précisément en stimulant la formation de structures migratoires via une activation de la 
p70S6K et Rac-1 (Qian et al., 2005). Une avenue de recherche intéressante à 
envisager se situe au niveau des autres isoformes d'Akt, soit Akt2 et Akt3. En effet, 
comme l'anticorps dirigé contre Akt utilisé dans le cadre de nos études reconnaît aussi 
Akt2 et Akt3, il serait intéressant d'analyser leur implication dans le contrôle de la 
restitution épithéliale gastrique. En effet, l'activation précoce d'Akt observée suivant une 
blessure pourrait être impliquée dans le contrôle d'autres processus cellulaires 
enclenchés par la réparation de blessures au niveau de la muqueuse gastrique tels que 
la prolifération et la survie cellulaire (Tsugawa et al., 2003). Ainsi, la contribution de ces 
différents effecteurs de la P13K, particulièrement des kinases Akt, au niveau de la 
restitution épithéliale gastrique sera donc une avenue intéressante à explorer plus en 
détail dans le futur. 
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En plus de l'établissement du rôle central de la Pl3K dans la modulation de la restitution 
épithéliale gastrique humaine, les données recueillies dans le cadre de cette étude ont 
permis de préciser comment les voies de signalisation dépendantes de la Pl3K sont 
activées suivant une blessure en absence des facteurs de croissance exogènes. En 
effet, l'observation d'un nombre significatif de cellules en migration dans nos essais de 
restitution en condition basale nous a incités à caractériser les effecteurs en amont 
responsables d'activer la Pl3K. Comme nous avions démontré précédemment que le 
TGFa et l'EGF sont les plus puissants stimulateurs de la régénération épithéliale 
gastrique humaine (Tétreault et al., 2005) et que l'implication de l'EGFR dans le contrôle 
de la migration cellulaire a été rapportée dans plusieurs types de cellules épithéliales 
(Tarnawski, 2001; Black et al., 2004; Puddicombe et al., 2000; Wells, 1999), nous avons 
émis l'hypothèse que l'activation de la restitution des cellules HGE-17 en condition 
basale était possible grâce à un relâchement endogène d'EGF, menant à une activation 
subséquente de son récepteur EGFR. Afin de vérifier cette hypothèse, les niveaux 
d'activation du récepteur ont tout d'abord été déterminés à différents intervalles de 
temps suivant une blessure. L'impact de l'inhibition de l'activité tyrosine kinase de 
l'EGFR à l'aide de l'inhibiteur pharmacologique PD153035 (Bos et al., 1997) a 
également été analysé. Puisque l'inhibiteur PD153035 a été rapporté comme pouvant 
aussi inhiber le PGDFR (Bos et al., 1997), l'expression de l'ARNm du récepteur au 
PDGF (PDGFR) dans les cellules épithéliales gastriques a également été vérifiée par 
RT-PCR. Tel qu'attendu, les isoformes a et f3 du PDGFR ne sont pas exprimés au 
niveau de l'épithélium gastrique fœtal humain ou des lignées cellulaires gastriques 
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HGE-17 et HGE-20, contrairement aux cellules mésenchymateuses gastriques et 
intestinales. Ces résultats sont en accord avec des évidences de la littérature ayant 
rapporté que les cellules cibles classiques du PDGF étaient les fibroblastes et les 
cellules de muscle lisse (Révisé dans Alvarez et al., 2006). De plus, comme approche 
additionnelle pour vérifier l'implication de l'EGFR, nous avons traité les monocouches 
blessées avec l'anticorps neutralisant LA 1, un anticorps connu pour se lier avec le 
domaine extracellulaire du récepteur EGFR (Al-Mustafa et al., 1999). Nos résultats 
indiquent que l'activation de l'EGFR est nécessaire à l'activation d'Akt et au contrôle de 
la migration des cellules HGE-17 suivant une blessure en condition basale. Cependant, 
la démonstration que l'anticorps neutralisant LA 1 ne bloque pas l'activation d'Akt et la 
stimulation de la restitution épithéliale en condition basale suggère que la transactivation 
de l'EGFR survient par un mécanisme intracellulaire, et non via une stimulation par un 
ligand extracellulaire. Il est intéressant de constater que dans différentes lignées 
cancéreuses du côlon, l'activation de l'EGFR survient par un mécanisme intracellulaire 
médié par la tyrosine kinase Src et qui n'implique pas la liaison de ligands 
extracellulaires (Pai et al., 2002; Buchanan et al., 2003). En accord avec ces études, 
nos données démontrent que pp60c-src est activé rapidement suivant l'induction d'une 
blessure épithéliale, suggérant un rôle pour cette tyrosine kinase dans l'initiation de la 
restitution épithéliale gastrique. Ces résultats sont également appuyés par des données 
obtenues avec l'inhibiteur de l'activité kinasique des membres de la famille Src, PP2 
(Hanke et al., 1996), qui démontrent qu'un traitement avec cet inhibiteur 
pharmacologique diminue fortement la capacité de migration des cellules épithéliales 
gastriques humaines suivant une blessure. De plus, nous avons montré que l'inhibition 
de l'activité de Src prévient l'activation d'Akt et de l'EGFR normalement obtenue suivant 
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une blessure dans des conditions basales. La mise en commun de tous ces résultats 
suggère fortement que suivant une blessure, pp60c-src est rapidement activé, puis 
phosphoryle et active par la suite l'EGFR. Subséquemment, cette transactivation de 
l'EGFR résulte en une activation de la voie de signalisation Pl3K et de la migration 
cellulaire. A notre grand étonnement, l'inhibition de l'activité kinasique de Src avec le 
PP2 a fortement inhibé la capacité de migration des cellules HGE-17 suite à un 
traitement au TGFa. Il faut se rappeler que nos données ont démontré que l'activation 
de pp60c-Src survient en amont de la transactivation de l'EGFR (Fig. 320). D'un autre 
côté, nous avons aussi établi à l'aide du modèle de micro-blessure que l'activité de 
pp60c-src était requise pour le contrôle de la phase initiale d'étalement des feuillets 
épithéliaux suite à l'induction d'une blessure (Fig. 45A). En se basant sur ces 
évidences, nous proposons que pp60c-Src est essentiel au déclenchement des 
événements initiateurs survenant suite à une blessure, permettant par la suite l'induction 
des différents événements cellulaires et moléculaires permettant la progression du 
processus de restitution épithéliale. Ceci explique probablement pourquoi une 
stimulation directe de l'EGFR avec le TGFa est incapable d'activer la restitution 
épithéliale gastrique en présence d'un traitement à l'inhibiteur PP2. Cependant, le 
signal d'initiation responsable de l'activation de pp60c-src reste encore à être déterminé. 
Il est fort possible que celui-ci soit relié à une interaction des intégrines avec leurs 
ligands suivant une blessure. En effet, plusieurs études effectuées dans différentes 
lignées cellulaires telles que fibroblastes et cellules intestinales ont rapporté que 
l'activation de pp60c-src joue un rôle dans la transactivation de l'EGFR par les 
intégrines (Waters et al., 2004; Moro et al., 2002). En accord avec ces données de la 
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littérature, nous avons récemment obtenu des résultats préliminaires démontrant une 
implication de la sous-unité p1 des intégrines dans l'activation d'Akt et de la restitution 
des cellules HGE-17. Il est aussi possible que l'acide lysophosphatidique (LPA), un 
phospholipide bioactif connu pour agir via les récepteurs couplés au protéines G (Liliom 
et al., 1998; Contos et al., 2000), soit responsable de l'activation de pp60c-src suite à 
une blessure. En effet, bien qu'à notre avis ceci soit peu probable, la présence d'une 
très faible concentration de sérum (0,1%) dans nos essais de restitution ouvre la porte à 
une implication potentielle des récepteurs au LPA dans le contrôle du processus de 
restitution épithéliale gastrique. Le rôle du LPA dans la migration cellulaire a été 
démontré dans plusieurs modèles cellulaires incluant les cellules épithéliales intestinales 
et les cellules CHO (Sturm et al., 1999; Jiang et al., 2006 ; Sugimoto et al., 2006). Une 
augmentation de LPA ou de phospholipides apparentés au LPA a d'ailleurs été 
rapportée dans les cornées de lapin endommagées (Watsky et al., 2000; Liliom et al., 
2000). De plus, dans les cellules PC12, le LPA a été démontré pour activer Pyk2, qui à 
son tour se lie et active pp60c-src (Dikic et al., 1996). Dans une étude plus détaillée, le 
LPA a été rapporté pour augmenter l'activité kinasique de Src dans les cellules de 
neuroblastomes NIE-115 (Jalink et al., 1993). Une autre possibilité à envisager est que 
l'initiation de ces voies de signalisation suivant une blessure soit tout simplement la 
conséquence directe du processus mécanique de la blessure effectuée avec la lame de 
rasoir. 
La Figure 49 illustre notre compréhension actuelle des rôles de l'EGFR et de la P13K 
dans la modulation de la régénération épithéliale gastrique humaine. Dans un premier 
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Figure 49. Schématisation des voies de signalisation impliquées dans la 
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temps, l'induction du signal d'initiation suivant une blessure active pp60c-Src, ce qui 
entraîne la phosphorylation et la transactivation de l'EGFR. De façon complémentaire, 
l'EGFR peut également être activé par ses ligands spécifiques sécrétés dans le milieu 
de culture suivant une blessure, tels que le TGFa. et l'EGF. Finalement, l'activation de 
l'EGFR mène à l'activation de la cascade de signalisation Ras/MEK/ERK1/2 et à 
l'activation de la prolifération cellulaire et à l'activation des voies de signalisation 
dépendantes de la Pl3K telles que mTOR/p70S6K et ILK, menant dans ce cas-ci à 
l'activation de la restitution épithéliale gastrique. 
L'utilisation du modèle de blessure avec une lame de rasoir en présence d'hydroxyurée 
nous a permis de proposer de nouveaux concepts en ce qui a trait à la caractérisation 
des effecteurs impliqués dans le contrôle de la restitution épithéliale gastrique humaine. 
Il faut se rappeler que la restitution épithéliale gastrique est un processus qui combine 
deux événements cellulaires distincts, soit l'étalement et la migration cellulaire. 
L'analyse des évidences de la littérature nous a permis de constater que les travaux 
concernant les événements moléculaires contrôlant spécifiquement la phase initiale 
d'étalement cellulaire durant le processus de restitution épithéliale sont très limités et 
qu'au niveau de l'estomac, ceux-ci sont même inexistants. Quelques études ont 
proposé qu'il était possible d'effectuer par aspiration des micro-blessures in vitro sur des 
feuillets épithéliaux de cellules intestinales en culture (Florian et al., 2002; Russe et al., 
2005; Lotz et al., 2000), ou encore sur des épidermes embryonnaires (Martin et Lewis, 
1992). Ces études ont également suggéré que la réparation de ces micro-blessures 
s'effectuait par la contraction d'un anneau continu d'actine et, dans certains cas, par la 
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formation de lamelles au niveau des cellules retrouvées à la marge de la blessure. La 
mise en commun de toutes ces données de la littérature nous a incités à adapter ce 
modèle de micro-blessure au niveau des monocouches de cellules gastriques blessées. 
Ceci a permis de réaliser le dernier objectif de mon projet au doctorat qui consistait à 
discriminer le rôle des facteurs de croissance et des voies de signalisation qui contrôlent 
spécifiquement l'étalement versus la migration. 
Après avoir initialement établi la surface maximale de la zone dénudée (300 µm) requise 
pour induire uniquement l'étalement cellulaire suivant une blessure, des micro-blessures 
de 75 à 100 µm ont été effectuées par aspiration des cellules HGE-17 nouvellement 
confluentes, à l'aide d'une aiguille préalablement fixée à l'extrémité d'une seringue. Les 
analyses de microscopie électronique démontrent clairement que les micro-blessures 
réalisées sur les cellules HGE-17 se referment progressivement et uniquement grâce à 
l'étalement des cellules du feuillet épithélial suivant une blessure, un processus qui est 
également caractérisé par la persistance des contacts cellule-cellule et par l'absence de 
formation de lamellipodes durant tout le processus de réparation. Contrairement à la 
méthode de blessure avec une lame de rasoir, ce modèle de micro-blessure a ainsi 
permis d'éli.miner le paramètre de migration suivant une blessure et donc de se 
concentrer uniquement sur la caractérisation des événements cellulaires et moléculaires 
impliqués dans l'étalement cellulaire de monocouches gastriques blessées. Il est 
intéressant de constater que les événements cellulaires impliqués dans la fermeture 
d'une micro-blessure épithéliale gastrique correspondent exactement à ceux décrits 
précédemment dans d'autres lignées cellulaires épithéliales intestinales telles que Caco-
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2 et T84 (Lotz et al. 2000; Bernent et al., 1993). En effet, les analyses morphologiques 
démontrent clairement que la fermeture de la blessure débute avec la contraction d'un 
anneau d'actine à la marge de la blessure, générant ensuite une force d'attraction sur la 
monocouche vers la zone dénudée de la blessure. Cette force d'attraction est 
subséquemment communiquée aux cellules avoisinantes, les induisant ainsi à s'aplatir 
et à s'aligner de façon perpendiculaire à la blessure (Lotz et al., 2000). Suivant cette 
phase intensive d'étalement et d'alignement cellulaire, les cellules localisées à la marge 
de la blessure développent des lamelles dans le but non seulement de couvrir une 
surface additionnelle de la blessure, mais également pour générer une force d'attraction 
supplémentaire sur la monocouche adjacente à la micro-blessure. Pour la première 
fois, nos analyses de la localisation des composantes du cytosquelette ont permis de 
mettre en évidence une polymérisation spécifique des microtubules au niveau de 
lamelles en formation suivant l'induction d'une micro-blessure épithéliale. L'extension 
des microtubules à l'extrémité de fibroblastes en migration a été rapportée pour 
permettre le transport de différents organelles et protéines, permettant ainsi de 
promouvoir les extensions membranaires (Bretscher, 1996). De plus, il a été postulé 
que les régions riches en microtubules situées dans les astrocytes en migration 
permettraient de sélectionner, stabiliser et maximiser la formation des adhésions focales 
(Etienne-Manneville et Hall, 2001 ). Ainsi, en se basant sur ces évidences, nos résultats 
suggèrent que la polymérisation des microtubules dans les lamelles en formation 
suivant une blessure stabilise le cytoplasme des cellules étalées. 
Après avoir confirmé la validité de notre modèle de micro-blessure dans des 
monocouches de cellules HGE-17, l'effet de différents facteurs de croissance exogènes 
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a été testé sur la capacité d'étalement des cellules épithéliales gastriques humaines. 
D'abord, il a été intéressant de constater que la fermeture d'une micro-blessure 
épithéliale gastrique par étalement cellulaire est plus lente dans les conditions basales, 
mais grandement accélérée en présence de certains facteurs de croissance exogènes. 
En accord avec les résultats illustrant leur action sur l'étalement cytoplasmique (Figs. 23 
et 25), l'EGF et le TGFa accélèrent remarquablement la fermeture des micro-blessures 
à des concentrations de 5 ng/ml. D'un autre côté, l'étalement des cellules épithéliales 
gastriques est plus atténué en présence du facteur de croissance HGF et n'est pas 
induit en présence du facteur de croissance IGF-1. L'ensemble de ces résultats renforcit 
grandement le rôle majeur de l'EGF et du TGFa dans le contrôle de la régénération 
épithéliale gastrique suivant une blessure et appuie grandement les observations 
précédentes des ulcérations gastriques ayant révélé l'émergence d'un type cellulaire dé-
différencié producteur d'EGF au sein de la muqueuse ulcérée (Wright et al., 1990). 
Nous proposons ainsi qu'une action de l'EGF et du TGFa au cours de la régénération 
épithéliale gastrique serait de favoriser l'adaptation phénotypique des cellules 
différenciées afin qu'elles puissent répondre de façon optimale aux stimuli de la 
migration et de la prolifération, en plus de contribuer grandement à la reconstruction des 
glandes gastriques au niveau du tissu de granulation. En effet, suivant une ulcération 
gastrique, l'EGF et le TGFa pourraient aider à la dilatation des glandes gastriques, 
permettant de recouvrir rapidement la base de l'ulcère et le tissu de granulation, 
induisant par la suite la formation de tubes et subséquemment la reconstruction des 
glandes gastriques-à l'intérieur du tissu de granulation. 
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Afin de mieux comprendre comment les facteurs de croissance et les conditions basales 
de culture (FBS 0.1%) stimulent l'étalement cellulaire dans les cellules HGE-17 suivant 
une micro-blessure, nous avons analysé l'effet de l'inhibition de différentes voies de 
signalisation connues pour contrôler la restitution épithéliale gastrique (Figs. 29-30, 32 
et 35). Nos résultats démontrent que les inhibitions des activités de l'EGFR et de la 
Pl3K, à l'aide du PD153035 et du LY294002 respectivement, ralentissent la progression 
de la fermeture de la blessure dans les conditions basales et suivant une stimulation au 
TGFcx. Dans le cas de la condition basale, le contrôle de l'étalement cellulaire suivant 
l'induction d'une micro-blessure implique également la tyrosine kinase pp60c-Src, 
puisqu'un traitement avec l'inhibiteur pharmacologique PP2 altère considérablement la 
fermeture de la blessure. Comme dans la restitution épithéliale, l'étalement cellulaire 
survient avant l'induction de la migration, ces observations sont en accord avec notre 
étude précédente ayant démontré le rôle précoce de la voie de signalisation EGFR/P13K 
dans le contrôle de ce processus, cette dernière étant activée soit par une stimulation au 
TGFcx, soit par une activation par pp60c-src (Tétreault et al., 2007). Il est bien établi 
qu'à la fois l'introduction d'une forme constitutive active de Src dans les cellules et une 
stimulation par différents mitogènes mènent à des changements rapides et dramatiques 
au niveau du cytosquelette (Bromann et al., 2004). En effet, des études menées dans 
des cellules transformées avec Src ont permis l'identification d'un certain nombre de ses 
substrats ayant des rôles dans la régulation du cytosquelette d'actine (Parsons et 
Parsons, 1997; Frame, 2002). Par exemple, p130Cas, identifié comme étant le substrat 
majeur de v-src, a été démontré pour être localisé dans les ondulations membranaires 
des cellules épithéliales et neuroectodermales en étalement, plus précisément au 
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niveau du cytosquelette d'actine (Downey et al., 1992; Chew et al. 2002). Aussi, 
l'activité kinase de Src et p130Cas ont été rapportés pour être requis dans l'activation 
intégrine-dépendante de l'EGFR (Moro et al., 2002). D'un autre côté, la Pl3K a été 
démontrée pour induire le dépôt de laminine-5 dans des cultures primaires de 
kératinocytes, menant subséquemment à un étalement de ces cellules médié par 
l'intégrine a.3B 1 (Nguyen et al. 2000). De plus, la voie P13K a récemment été rapportée 
pour stabiliser les microtubules de fibroblastes en migration (Onishi et al., 2007). 
Comme dans nos études nous avons démontré que la réorganisation du cytosquelette 
était un événement nécessaire à la fermeture des microblessures, il est possible de 
spéculer que la voie de signalisation Src/EGFR/Pl3K stimule l'étalement cellulaire en 
agissant au niveau de protéines impliquées dans la régulation du cytosquelette ou 
encore au niveau de l'interaction de certains composants de la matrice extracellulaire 
avec les intégrines. 
Une autre observation intéressante découlant de cette étude est la démonstration que 
les activités de p70S6K et d'ILK ne sont pas requises pour la modulation de l'étalement 
de monocouches épithéliales gastriques suivant l'induction d'une micro-blessure, bien 
que celles-ci sont nécessaires au contrôle du processus de restitution épithéliale des 
cellules HGE-17 (Tétreault MP et al., 2007). L'ensemble de ces résultats nous suggère 
clairement que l'activation des voies de signalisation mTOR/p70S6K et d'ILK sont deux 
événements requis uniquement pour assurer le contrôle de la migration cellulaire au 
cours de la restitution épithéliale suivant une blessure. Cette observation est d'ailleurs 
en accord avec plusieurs évidences de la littérature ayant établi le rôle des voies de 
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signalisation mTOR/p70S6K (Chandrasekher et al., 2001; Qian et al., 2004) et ILK (Qian 
et al., 2005) dans le contrôle de la migration cellulaire et les réorganisations 
cytosquelettiques. Ainsi, l'utilisation à la fois de la méthode de blessure avec une lame 
de rasoir et de la méthode de micro-blessure par aspiration a permis pour la première 
fois d'associer des effecteurs de signalisation spécifiques aux différentes phases de la 
restitution épithéliale. 
L'étalement cellulaire est aussi reconnu pour être modulé par les interactions cellule-
matrice médiées par les intégrines. Par exemple, les intégrines cx6P4 et cx3P 1 ont été 
impliquées dans le processus de fermeture des micro-blessures effectuées sur les 
cellules épithéliales intestinales T84 (Lotz et al., 2000). De plus, notre récente 
observation que la sous-unité p 1 des intégrines est impliquée dans la modulation de la 
restitution épithéliale gastrique (résultat préliminaire) nous a incités à vérifier l'implication 
des sous-unités cx2, cx3 et cx6 dans l'étalement de feuillets épithéliaux suivant l'induction 
d'une micro-blessure. Nous avons démontré dans des études antérieures que 
l'expression coordonnée de sous-unités cx2 et cx3 des intégrines aussi bien que la 
redistribution de l'intégrine cx2P1 représente un événement clé pour la différenciation 
des différents types de cellules sécrétrices de l'épithélium gastrique de surface et 
glandulaire, nous incitant ainsi à vérifier l'implication de ces sous-unités de ces 
intégrines dans le processus d'étalement cellulaire (Tremblay et Ménard, 1996; Chénard 
et al., 2000). De son côté, la sous-unité cx6 des intégrines est connue pour être 
présente tout au long de l'axe foveolus-glande de l'estomac (Chénard et al., 2000). 
Pour ce faire, des essais de neutralisation des sous-unité~ cx2, cx3 et cx6 des intégrines 
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ont été effectués sur des monocouches de cellules HGE-17 blessées. Dans nos essais 
de micro-blessure, la neutralisation de la sous-unité a3 des intégrines a ralenti fortement 
la progression de la fermeture des blessures. De plus, l'observation d'une redistribution 
de la sous-unité a3 des intégrines spécifiquement au niveau des lamelles émergeant 
des cellules situées à la marge de la blessure suggère que l'intégrine a3f31 participe 
directement à la formation des lamelles. Il est également intéressant de constater que 
des essais de neutralisation à l'aide de l'anticorps bloquant anti-a3 ont fortement réduit 
la formation des lamelles, suggérant ainsi un rôle spécifique de l'intégrine a3f31 dans la 
formation de ce type d'extension cytoplasmique. En accord avec ces observations, le 
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rôle de cette intégrine dans le développement de protrusions lamellaires suivant une 
blessure a été rapporté dans les cellules épithéliales intestinales T84 (Lotz et al., 2000). 
Nos essais de neutralisation des intégrines ont également démontré que la sous-unité 
a2 des intégrines n'était pas impliquée dans la modulation de l'étalement de feuillets 
épithéliaux gastriques suivant une blessure. Comme nous avons montré précédemment 
l'implication de l'intégrine a2f31 dans le contrôle de la restitution épithéliale (Fig. 33), 
cette observation suggère l'implication spécifique de cette intégrine seulement dans la 
régulation de la phase migratoire au cours de la restitution épithéliale gastrique. 
Finalement, l'observation que la neutralisation de la sous-unité a6 des intégrines 
n'affecte pas la progression de la fermeture des micro-blessures induites dans les 
cellules HGE-17 écarte une implication de cette sous-unité des intégrines dans la 
modulation de l'étalement cellulaire suivant l'induction d'une micro-blessure. Ce dernier 
résultat est en opposition avec une étude effectuée sur les cellules épithéliales 
intestinales T84 ayant rapporté le rôle de l'intégrine a6f34 dans la rétraction cellulaire et 
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la formation des lamelles durant la réparation d'une micro-blessure épithéliale (Lotz et 
al., 2000), suggérant une fois de plus l'existence de mécanismes de régulation différents 
au niveau de l'estomac par rapport à l'intestin grêle. 
La Figure 50 schématise notre compréhension actuelle des mécanismes responsables 
de la phase initiale d'étalement cellulaire au cours de la restitution épithéliale gastrique. 
Nos résultats montrent clairement que les 'facteurs de croissance exogènes EGFffGFa 
sont cruciaux pour intensifier l'étalement cytoplasmique du feuillet épithélial gastrique 
suivant une micro-blessure. De plus, le signal responsable d'initier cette phase initiale 
de la restitution épithéliale gastrique n'a pas encore été déterminé mais pourrait être 
relié à l'intégrine a3B 1. Par la suite, l'induction de la micro-blessure entraîne la 
phosphorylation et l'activation de pp60c-src, induisant subséquemment la transactivation 
de l'EGFR et l'activation de la Pl3K. A noter que l'EGFR peut également être activé par 
ses ligands solubles présents dans le milieu de culture suivant une micro-blessure. 
Finalement, les activations des effecteurs de la Pl3K, mTOR/p70S6K et ILK, ne sont pas 
requises pour la modulation de l'étalement d'une monocouche épithéliale gastrique 
suivant une blessure. 
Les différentes phases de la régénération épithéliale gastrique humaine constituent ainsi 
des événements cellulaires qui doivent être finement coordonnés afin de maintenir ou 
de rétablir l'intégrité morphologique et fonctionnelle de la muqueuse. Le travail réalisé 
dans le cadre de ce projet de thèse, nous permet de proposer le modèle intégrateur 
suivant (Figure 51). Les différents facteurs de croissance exercent des actions 
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Figure 50. Résumé des facteurs de croissance, des voies de signalisation et des 
intégrines impliqués dans la régulation de l'étalement cellulaire au cours de la 
restitution épithéliale gastrique humaine basale et stimulée au TGFa. 
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différentielles et non redondantes dans la modulation des différentes phases de la 
régénération épithéliale gastrique. Suivant des dommages au niveau de l'épithélium 
gastrique, les facteurs de croissance relâchés par le tissu IGF-1 et IGF-11 vont 
rapidement stimuler l'alignement des cellules épithéliales bordant la blessure. 
Parallèlement, la production des facteurs de croissance EGF et TGFa et l'activation 
subséquente de leur récepteur EGFR vont initier et intensifier l'étalement cellulaire peu 
de temps suivant l'induction de la blessure de la monocouche épithéliale. Par la suite, la 
production du facteur de croissance HGF et l'activation de son récepteur c-met vont 
permettre l'allongement des cellules située à la marge de la blessure et l'initiation d'un 
processus de migration directionnelle. Une fois la phase intensive de migration 
terminée et si cette dernière n'est pas suffisante pour sceller la blessure épithéliale, 
l'ensemble des facteurs de croissance vont induire les processus de prolifération 
cellulaire, permettant ainsi le remplacement des cellules perdues et la production de 
nouvelles cellules afin de sceller définitivement la blessure épithéliale. 
D'autre part, les mécanismes de signalisation intracellulaire identifiés dans le cadre de 
cette étude peuvent aussi être intégrés dans notre modèle de la façon suivante. Dans 
un premier temps, très peu de temps suivant la production d'une blessure au niveau de 
l'épithélium gastrique, l'induction d'un signal d'initiation possiblement relié à l'intégrine 
a3~ 1 enclenche l'activation de la tyrosine kinase pp60c-src, ce qui entraîne la 
transactivation du récepteur de l'EGF. De façon supplémentaire, l'activation de l'EGFR 
peut être stimulée grâce à la sécrétion de ses ligands spécifiques (EGF, TGFa) dans le 
milieu environnant la blessure. Par la suite, l'activation du récepteur de l'EGF entraîne 
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Figure 51. Modèle de régénération épithéliale gastrique. La progression de la 
régénération épithéliale gastrique repose sur une activation coordonnée de différents 
événements cellulaires et moléculaires permettant de maintenir ou de rétablir l'intégrité 






















l'activation précoce de la voie de signalisation de la P13K entraînant l'étalement 
cellulaire. Dans un deuxième temps, l'intégrine cx2~1 et l'activation des voies de 
signalisation dépendantes de la Pl3K (p70S6K, ILK) vont mener à la régulation de la 
phase intensive de migration cellulaire suivant l'étalement cellulaire. Il est important de 
souligner que l'activation de l'EGFR sera également responsable de l'activation de la 
voie de signalisation MEK/ERK MAPK, si besoin afin d'enclencher la phase proliférative 
de la régénération épithéliale gastrique. 
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V- PERSPECTIVES 
Nos études nous ont permis de générer de nouveaux concepts concernant les 
mécanismes régulateurs spécifiquement impliqués dans la modulation des 
différentes phases du processus de régénération épithéliale gastrique humaine. 
Cependant, ces études ont également soulevé un bon nombre de questions qui 
restent encore à être élucidées. 
Par exemple, tel qu'il a été discuté précédemment, il sera important d'identifier le 
signal d'initiation responsable de l'activation de la tyrosine kinase pp60c-Src 
suivant une blessure en absence de facteurs de croissance exogènes, et aussi 
subséquemment de l'initiation des cascades d'événements responsables de la 
progression des différentes étapes de la régénération épithéliale gastrique 
humaine. D'ailleurs, il serait tentant de spéculer sur une implication potentielle 
des intégrines dans l'initiation de ces multiples cascades de signalisation. En 
effet, l'activation de l'EGFR a été rapportée comme pouvant être médiée par les 
intégrines de façon indépendante de la liaison au ligand (Moro et al., 2002). De 
plus, nos essais de neutralisation de différentes sous-unités des intégrines nous 
ont permis de générer de nouvelles données et de nombreuses hypothèses de 
travail, plus précisément en ce qui a trait aux intégrines a2f31 et a3f31. Il serait 
donc fort souhaitable d'approfondir les rôles de ces intégrines dans le contrôle de 
la restitution épithéliale gastrique, en plus d'établir s'il existe une coopération 
entre les récepteurs des facteurs de croissance et les intégrines dans notre 
modèle. 
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Il sera également intéressant d'analyser la contribution de la voie de signalisation 
Wnt-j3-caténine dans la modulation de la régénération épithéliale gastrique 
humaine. En effet, nous possédons des résultats préliminaires démontrant une 
relocalisation de la 13-caténine dans le noyau des cellules HGE-17 situées au 
front de migration suivant une blessure. Comme la présence de signaux 
extracellulaires Wnts a été associée avec une accumulation de la 13-caténine 
dans la cellule (Widelitz, 2005; Papkoff, 1997), ces résultats laissent présager 
une activation de la voie de signalisation Wnt suivant une blessure épithéliale. 
Autre fait intéressant, les protéines APC et GSK3j3 font partie d'un multi-
complexe protéique qui est régulé par la signalisation des Wnts (Bienz, 2000; 
Polakis, 2000) et qui est responsable de la phosphorylation de la 13-caténine. De 
plus en plus d'évidences tendent à démontrer le rôle de GSK3j3 et d'APC dans le 
contrôle de la polarité cellulaire durant la migration cellulaire, plus précisément 
au niveau de la réorientation du Golgi et du centre organisateur des microtubules 
(Etienne Manneville et Hall, 2003; Nathke, 2004; Etienne Manneville et al., 
2005). Finalement, il sera intéressant d'analyser le rôle des cibles importantes 
de la voie de signalisation Wnt-j3-caténine, telles que les ephrines et leurs 
récepteurs (Batlle et al., 2002). En effet, une implication des récepteurs des 
ephrines de classe B a été démontrée récemment dans le contrôle de la 
prolifération des cellules souches épithéliales et de la migration (positionnement) 
des cellules progénitrices épithéliales intestinales (Batlle et al., 2002; Holmberg 
et al., 2006). À la lumière de toutes ces évidences, on ne peut que constater 
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qu'il y a beaucoup de travail à faire concernant l'analyse de l'implication de la 
voie de signalisation Wnt dans le processus de régénération épithéliale 
gastrique. 
Les efforts devront également se poursuivre afin de trouver les effecteurs de 
signalisation responsables d'expliquer les actions différentielles, particulièrement 
morphologiques des facteurs de croissance EGF, TGFcx, HGF et IGFs sur la 
restitution épithéliale gastrique humaine. En effet, jusqu'à maintenant, les voies 
de signalisation identifiées dans le cadre de nos travaux de recherche sont 
communes à la restitution basale et stimulée aux facteurs de croissance TGFa et 
HGF. Il est donc possible de penser que les effecteurs de signalisation 
responsables de l'action différentielle des facteurs de croissance se situent plus 
en aval de la Pl3K, probablement au niveau des RhoGTPases. En effet, il a été 
démontré qu'une compartimentalisation à l'intérieur de la cellule et une 
coordination temporelle de l'activité des différents membres de la famille des 
RhoGTPases sont nécessaires à la régulation de la migration cellulaire 
neuronales et de fibroblastes (Raftopoulou et Hall, 2004; Nakamura et al., 2006). 
Par exemple, l'activation localisée de Cdc-42 à l'extrémité des cellules en 
migration, en association avec le complexe PAR6-PKCÇ, a été rapportée pour 
jouer un rôle dans la régulation de la migration directionnelle (Etienne-Manneville 
et al., 2003). D'autre part, une diminution de l'activité de la protéine RhoA, ou 
encore de son effecteur ROCK a été associée avec la formation de cellules de 
type <<leader>> suivant l'induction d'une blessure (Omelchenko et al., 2003). La 
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contribution spécifique des différents membres de la famille des RhoGTPases et 
de leurs effecteurs constituera ainsi une avenue fort intéressante à explorer dans 
le futur. 
L'ensemble de notre travail nous a donc permis d'énoncer de nouvelles idées et 
jeter les bases pour continuer à progresser vers l'établissement de nouveaux 
concepts sur les mécanismes régulateurs des fonctions épithéliales gastriques 
humaines dans des situations physiologiques et pathologiques. Par exemple, de 
façon plus générale, les notions générés dans cette étude pourraient s'avérer 
utiles pour améliorer la compréhension des mécanismes régissant la migration 
cellulaire et l'invasion tumorale dans les cas de cancer gastrique. 
D'un point de vue beaucoup plus philosophique, certains s'interrogeront peut-
être sur la pertinence de s'attarder à la compréhension détaillée des événements 
cellulaires et moléculaires responsables de moduler la restitution épithéliale, 
argumentant qu'il est plutôt vital de focaliser sur la caractérisation des processus 
d'angiogénèse et de reconstruction des glandes gastriques. Toutefois, il est 
important de se rappeler que le processus de restitution est essentiel à la 
cicatrisation d'un ulcère puisqu'il favorise le rétablissement d'une barrière 
physique continue, permettant ainsi de séparer le tissu de granulation de la 
lumière de l'estomac. Donc, en protégeant le tissu de granulation des blessures 
mécanique et chimique ou encore des infections, le processus de restitution 
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prend tout son sens puisque cela lui permet de procurer l'environnement local 
critique requis pour la guérison des ulcères gastriques. 
Il est bien connu que le résultat final du processus de cicatrisation d'un ulcère est 
le reflet d'une interaction dynamique entre la composante épithéliale de la zone 
de réparation retrouvée à la marge de l'ulcère et la composante du tissu 
conjonctif provenant du tissu de granulation (Tamawaski, 1995). De plus, tout 
dépendamment de ces interactions, la muqueuse cicatrisée peut 
conséquemment être de bonne ou de mauvaise qualité. En effet, des analyses 
in vivo effectuées sur différentes muqueuses provenant d'ulcères gastriques 
expérimentaux macroscopiquement réparés ont révélé plusieurs anormalités 
histologiques et ultra-structurales au niveau de ces tissus telles qu'une 
diminution de l'épaisseur des muqueuses, une dilatation marquée des glandes 
gastriques, une augmentation du tissu conjonctif, une désorganisation du réseau 
micro-vasculaire et une augmentation de la perméabilité capillaire (Tarnawaski, 
1995 ; Tarnawski, 2005). Il a alors été proposé que ces anormalités pourraient 
interférer avec les mécanismes de défense de la muqueuse et causer la 
récurrence des ulcères lors de la présence des facteurs ulcérogéniques. Ces 
observations indiquent donc que contrairement à ce qu'on aurait pu présager, ce 
n'est pas la vitesse de réparation d'un ulcère qui constitue le facteur le plus 
important dans la détermination de la récurrence d'un ulcère, mais bien la qualité 
de la restauration de la structure de la muqueuse. Ainsi, la connaissance des 
modulateurs impliqués dans le processus de régénération épithéliale gastrique et 
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surtout, de leurs mécanismes d'action, devraient contribuer au développement 
d'approches thérapeutiques ciblées afin d'améliorer le processus de guérison 
des blessures de la muqueuse gastrique humaine. Il va sans dire qu'il faudra 
bien évidemment s'attarder également dans le futur à la compréhension détaillée 
des autres aspects fondamentaux de la réparation d'un ulcère, tels que la 
reconstruction des glandes gastriques et l'angiogénèse. 
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VI- CONCLUSIONS 
L'ensemble de ce travail nous a permis de réaliser des progrès significatifs et d'établir 
de nouveaux concepts concernant la régulation de la régénération épithéliale gastrique 
humaine. D'abord, nos résultats démontrent clairement l'implication des facteurs de 
croissance exogènes dans le contrôle de la régénération épithéliale gastrique humaine 
via un mécanisme indépendant de la signalisation du TGFp (spécifique à l'estomac). 
Les actions différentielles observées sur l'adaptation, la migration et la prolifération 
cellulaire infirment donc le concept d'une action redondante des facteurs de croissance 
et suggèrent plutôt une action coordonnée de ceux-ci, assurant ainsi la progression de 
la régénération de l'épithélium suivant une blessure. La mise au point de deux différents 
modèles in vitro de blessure (lame de rasoir, micro-blessure) a permis la dissection des 
mécanismes de signalisation intracellulaire contrôlant spécifiquement les différentes 
phases (étalement, migration, prolifération) de la régénération épithéliale gastrique 
humaine. De toute évidence, il apparaît que la voie de signalisation EGFR/Pl3K est un 
médiateur central de la restitution épithéliale, cette dernière étant activée soit par une 
stimulation au faèteur de croissance TGFa, soit suite à une activation intracellulaire par 
la protéine kinase pp60c-src. De plus, la caractérisation des voies de signalisation a 
également permis de mettre en évidence l'implication différentielle des intégrines a2p1 
et a.3p 1 dans la modulation de ce processus. Finalement, l'ensemble de nos résultats 
suggère très fortement que les mécanismes régulant la régénération épithéliale 
gastrique divergent significativement de ceux retrouvés au niveau de l'épithélium 
intestinal. Cette observation renforcit donc la pertinence et l'urgence d'approfondir 
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l'étude de tous ces mécanismes au niveau de l'estomac. Il va sans dire que l'étude des 
mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans l'homéostasie des différents 
compartiments de l'unité fonctionnelle de la muqueuse gastrique humaine est d'une 
importance capitale. En effet, plus nous connaîtrons de façon détaillée les modulateurs 
spécifiques impliqués et leurs mécanismes d'action dans la régulation du processus de 
régénération des cellules épithéliales gastriques, plus nous aurons de cibles potentielles 
pour la mise au point d'approches thérapeutiques ciblées dans le traitement des 
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